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POVZETEK 
Biološko podobna zdravila, kot so monoklonska protitelesa in fuzijski proteini, kažejo velik 
potencial v svetu industrijske farmacije. Njihov prodor na trg omogoča lažje dostopna 
zdravila enake kakovosti kot referenčna biološka zdravila. Uspešen razvoj teh zdravil temelji 
na natančni karakterizaciji končno razvitega rekombinantnega proteina ter hitri in učinkoviti 
analitiki velikega števila vzorcev, ki se proizvede tekom razvoja bioprocesa. Za analizo 
velikega števila vzorcev tekom razvoja si pomagamo z analitskimi tehnikami višjih 
zmogljivosti, ki omogočajo ovrednotenje večjega števila vzorcev v krajšem času. 
V okviru magistrske naloge smo razvili metodo kapilarne gelske elektroforeze na čipu, s 
katero bo možno določiti čistost in prisotnost nečistot večini terapevtskih monoklonskih 
protiteles. Pri razvoju smo se osredotočili na pripravo vzorcev, saj instrumentalnih nastavitev 
na takšnemu sistemu ni mogoče spreminjati. Vzorce smo pripravili pod reducirajoči in 
nereducirajoči pogoji. Ugotovili smo, da je alkilirno sredstvo N-etilmaleimid primernejši za 
pripravo nereduciranih vzorcev kot jodacetamid. Poleg ditiotreitola smo kot reducent za 
pripravo reduciranih vzorcev testirali tudi 2-merkaptoetanol. Noben od njiju se ni izkazal za 
opazno učinkovitejšega, zato smo se na podlagi organoleptičnih lastnosti slednjega odločili 
za prvega. Z metodo kapilarne gelske elektroforeze na čipu smo uspeli identificirati določene 
vrhove fragmentom v vzorcu, vendar kompleksnost monoklonskih protiteles onemogoča 
vpeljavo generičnega poimenovanja, ki bi zadostilo vsem testiranim vzorcem. Novo razvito 
metodo smo potrdili na štirih monoklonskih protitelesih in enem fuzijskem proteinu. Izvedli 
smo teste stabilnosti, mejo kvantifikacije, linearnosti, točnosti, ponovljivosti in robustnosti. 
S tem smo zagotovili, da metoda ustreza svojemu namenu. Kompleksnost terapevtskih 
proteinov ne omogoča, da bo metoda ustrezno delovala na vseh proteinih. V prihodnosti se 
lahko zgodi, da bo za določen terapevtski protein potrebno metodo nekoliko prilagoditi.  
Potrjeno metodo visoke zmogljivosti smo primerjali s konvencionalno metodo kapilarne 
gelske elektroforeze. Priprava vzorcev se pri obeh metodah nekoliko razlikuje, poleg tega so 
drugačne tudi instrumentalne nastavitve. Kljub temu smo opazili podobnost med obema 
metodama, predvsem v profilih ločbe, imenovanih elektroferogrami. Čistost terapevtskih 
proteinov in prisotnost določenih fragmentov se pri obeh metodah nekoliko razlikujejo, 
vendar sta kljub temu obe primerni za analitiko vzorcev iz različnih faz razvoja bioprocesa.  
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ABSTRACT 
Biosmilars, such as monoclonal antibodies and fusion proteins, indicate big potential in 
pharmaceutical industry. Their availability on the market enables easier access to medicines 
with the same quality as those of their reference biopharmaceuticals. Successful 
development of biosimilars depends on in-depth analytical characterization of finally 
developed recombinant protein and efficient characterization of many samples that are 
produced throughout development phase. High-throughput methods help us to evaluate large 
number of samples in shorter time period. 
Our purpose was to develop a capillary gel electrophoresis method on a chip, which would 
be able to determine purity and fragmentation of most therapeutic monoclonal antibodies. 
We focused on sample preparation since instrumental settings for sample injection and 
separation could not be changed. Samples were prepared under reduced and non-reduced 
conditions. We found out that N-ethylmaleimide is more suitable for preparing non-reduced 
samples than iodoaceamide. Reduced samples were prepared with dithiothreitol and 2-
mercaptoethanol. Since there were no significant differences between them and due to the 
organoleptic characteristics of the latter we decided to use dithiothreitol. Capillary gel 
electrophoresis on a chip helped us to identify some of the peaks, representing fragments. 
Due to the complexity of monoclonal antibodies we could not implement a generic 
nomenclature for all IgG samples. Newly developed method was qualified on four different 
monoclonal antibodies and one fusion protein. We performed tests for sample stability, limit 
of quantification, linearity, accuracy, repeatability and robustness of the method. By 
fulfilling the criteria for all these tests, we assured that method is suitable for its purpose. 
Complex structure of therapeutic proteins does not assure that our method will be suitable 
for all proteins. In the future, we might have to adapt some steps of the method to specific 
protein. 
Qualified high-throughput method on a chip was compared to conventional capillary gel 
electrophoresis method. There are some differences in sample preparation and instrumental 
settings between both methods. Despite these differences, similar separation profiles, named 
electropherograms, were observed. Purity and fragmentation of therapeutic proteins between 
both methods is different to a certain degree. However, both methods are suitable for 
analytics of samples from different phases of bioprocess development. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
2-ME – 2-merkaptoetanol 
ADCC – celična citotoksičnost, ki je odvisna od protiteles 
ADCP – celična fagocitoza, ki je odvisna od protiteles 
BHK – celice pridobljene iz ledvic hrčkovega mladiča 
BPZ – biološko podobno zdravilo 
BZ – biološko zdravilo 
CDC – citotoksičnost, ki je odvisna od komplementa 
CDR – komplementarna determinirajoča regija 
CE-SDS – kapilarna elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
CGE – kapilarna gelska elektroforeza 
CHO – celice pridobljene iz jajčnikov kitajskega hrčka 
cIEF – kapilarno izoelektrično fokusiranje 
CQA – kritične lastnosti kakovosti 
CZE – kapilarna conska elektroforeza 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
DTT – ditiotreitol 
Fab – fragment za vezavo antigena 
Fc – fragment, ki lahko kristalizira 
FDA – Zvezni urad za živila in zdravila (ang. »Food and Drug Administration«) 
FP – fuzijski protein 
HACA – odziv proti himernemu antigenu 
HAHA – odziv proti človeškemu antigenu 
HAMA – odziv proti mišjemu antigenu 
HC – težka veriga 
HH – fragment dveh težkih verig 
HHL – fragment dveh težkih verig in lahke verige 
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HL – fragment težke in lahke verige 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HT – visoka zmogljivost (ang. »high throughput«) 
IAM – jodacetamid 
icIEF – slikovno kapilarno izoelektrično fokusiranje 
IgG – imunoglobulin 
LC – lahka veriga 
LM – spodnji označevalec (ang. »Lower marker«) 
LOQ – meja kvantifikacije 
mAb – monoklonsko protitelo 
MP – mikrotitrska plošča 
NEM – N-etilmaleimid 
NG-HC – neglikozilirana težka veriga 
PL – označevalec velikosti (ang. »protein ladder«) 
PTM – posttranslacijske modifikacije 
QbD – vgrajena kakovost 
QTPP – ciljni kakovostni profil izdelka 
R – korelacijski koeficient 
RCF – relativna centrifugalna sila 
RPM – obrati na minuto 
RSD – relativna standardna deviacija 
RZ – referenčno zdravilo 
S/N – razmerje med signalom in šumom 
SDS – natrijev dodecilsulfat  
SDS-PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
TCA – časovno korigirana površina (ang. »time corrected area«)  
TCEP – tris(2-karboksietil)fosfin 
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1. UVOD 
1.1   BIOLOŠKA ZDRAVILA  
Začetki bioloških zdravil (BZ) segajo v leto 1982, ko so ameriške regulatorne oblasti 
odobrile rekombinantni človeški inzulin kot prvo biološko zdravilo (1, 2, 3). Danes pa velik 
potencial bioloških zdravil in biološko podobnih zdravil (BPZ) spreminja farmacevtsko 
industrijo. Tako nekatera podjetja, ki so sicer v preteklosti delovala na drugih tehnoloških 
področjih, zdaj vlagajo sredstva v razvoj bioloških zdravil. Takšna primera sta podjetji 
Fujifilm in Samsung, ki sta leta 2012 ustanovili novi podružnici Fujifilm Kyowa Kirin 
Biologics in Samsung Bioepis z namenom vstopa na trg bioloških zdravil (4, 5). 
Biološka zdravila so zdravila, ki vsebujejo aktivno farmacevtsko učinkovino iz biološkega 
vira, kot so žive celice ali organizmi. Biološka zdravila zajemajo širok obseg proizvodov, 
kot so kri, krvne komponente, somatske celice, genske terapije, tkiva in rekombinantni 
terapevtski proteini. Ta zdravila so lahko zgrajena iz sladkorjev, proteinov, nukleinskih 
kislin ali pa so kompleksne kombinacije teh komponent. Lahko so tudi žive entitete, na 
primer celice ali tkiva. Biološka zdravila so izolirana iz različnih naravnih virov, kot so 
ljudje, živali in mikroorganizmi, lahko pa so izdelana s pomočjo biotehnoloških metod. 
Biološka zdravila, ki so po naravi proteini, se lahko razlikujejo med seboj v velikosti in 
strukturni kompleksnosti od preprostih proteinov, kot sta inzulin in rastni hormon, do bolj 
kompleksnih, kot so koagulacijski faktorji ali monoklonska protitelesa (6, 7).  
V primerjavi s kemično sintetiziranimi majhnimi molekulami imajo biološka zdravila 100 
do 1000-krat višjo molekulsko maso in so relativno heterogena, zato je njihova 
karakterizacija zahtevnejša. Proizvodnja BZ poteka v več korakih, kjer vsak korak vpliva na 
variabilnost končnega izdelka. Tako je sama proizvodnja osnova za lastnosti BZ in zato dve 
BZ nikoli ne bosta identični (8). Večino bioloških molekul pridobivamo s pomočjo 
biotehnologije, pogosto s pomočjo naprednih celičnih sistemov in tehnologije 
rekombinantne DNA (6, 7).  
Živi organizmi, iz katerih pridobivamo biološka zdravila, so po naravi variabilni, zato ima 
lahko farmacevtska učinkovina v končnem biološkem zdravilu določeno stopnjo 
variabilnosti (mikroheterogenost). Te manjše razlike morajo biti znotraj sprejemljivega 
območja, da lahko zagotovimo ustrezno varnost in učinkovitost zdravila. S pomočjo 
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prilagajanja proizvodnih procesov zagotovimo, da farmacevtska učinkovina ustreza 
želenemu specifikacijskemu območju. Omenjene manjše strukturne razlike bioloških zdravil 
se lahko pojavljajo znotraj serij ali med njimi, zato med proizvodnjo izvajamo stroge 
kontrole, ki zagotovijo, da kljub variabilnosti obstaja določena konsistentnost. Razlike ne 
smejo vplivati na varnost in učinkovitost zdravila (7). Skoraj vsi biofarmacevtski izdelki, 
med katere sodijo tudi monoklonska protitelesa in fuzijski proteini, ki so namenjeni za 
humano ali veterinarsko uporabo, so po naravi proteini (9). 
1.2   PROTITELESA 
Protitelesa so glikoproteinske molekule, ki jih izdelujejo celice imunskega sistema z 
namenom odstranjevanja telesu tujih molekul (10). Protitelesa sodijo v družino globularnih 
proteinov imenovanih imunoglobulini (Ig). Imunoglobuline lahko razdelimo na pet 
razredov, in sicer IgA, IgD, IgE, IgM in IgG. Večina IgG-jev je po strukturi monomerov, 
medtem ko so IgA dimeri in IgM pentameri. Ti bližje sorodni glikoproteini so sestavljeni iz 
82 % do 96 % proteina in 4 % do 18 % ogljikovih hidratov. Med seboj jih razlikujemo v 
svoji sestavi in posredujejo različne efektorske funkcije (11, 12). 
Imunoglobulin G (IgG) je glavni izmed petih razredov imunoglobulinov, ki jih najdemo v 
človeškem serumu. IgG lahko razdelimo v štiri podrazrede, imenovane po padajoči 
prisotnosti v telesu: IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4. Njihovo aminokislinsko zaporedje je več kot 
90% identično. Kljub temu ima vsak podrazred unikaten profil, ki se nanaša na vezavo 
antigena, tvorbo imunskega kompleksa, aktivacijo komplementa, sproženju efektorskih 
celic, razpolovnega časa in placentarnega transporta. Strukturne razlike med temi podrazredi 
so število in lokacija disulfidnih vezi, dolžina sklepnega področja (ang. »hinge region«) in 
sestava težke verige. Vsi IgG imajo obliko črke Y (slika 1, A), katere struktura je razdeljena 
na več regij, in sicer dve identični težki verigi (HC, 50 kDa) in dve identični lahki verigi 
(LC, 25 kDa). Disulfidne vezi povezujejo težki verigi med seboj ter lahki in težki verigi, ali 
pa povezujejo aminokisline znotraj posamezne verige. Večina IgG-jev ima štiri disulfidne 
vezi, ki povezujejo med seboj posamezne verige. Dve vezi povezujeta dve verigi HC v 
sklepni regiji, ostali dve pa povezujeta dve verigi LC s HC. Seveda obstajajo tudi izjeme, 
kot naprimer IgG2 s 4 disulfidnimi vezmi, ki povezujejo dve verigi HC v sklepnem področju. 
Lahke verige so dveh tipov – lambda (λ) in kapa (κ). Variabilni regiji obeh verig na amino 
(N) koncu se nahajata na krakih strukture Y in zajemata približno 110 aminokislin. Te 
sestavlja tudi fragment za vezavo antigena (Fab). Variabilne regije so naprej razdeljene na 
 
3 
  
hipervariabilne sekvence, ki se imenujejo komplementarne determinirajoče regije (CDR 
(ang. »complementarity determining regions«). Preostala sekvenca je konstantna regija, 
katero sestavlja fragment Fc (ang. »fragment crystallizable« – fragment, ki lahko kristalizira) 
za vezavo na receptor Fc na efektorskih celicah, preko katerega posreduje efektorske 
funkcije. Tako je funkcija te regije prepoznava imunskih efektorskih celic, ki izzovejo 
celično citotoksičnost, ki je odvisna od protiteles (ADCC ang. »antibody-dependent cellular 
cytotoxicity«), celično fagocitozo ki je odvisna od protiteles (ADCP ang. »antibody-
dependent cellular phagocytosis«) in citotoksičnost, ki je odvisna od komplementa (CDC 
»complement-dependent cytotoxicity«) (11, 12, 13). 
Večina terapevtskih protiteles ima za ogrodje IgG1, saj le-ta izkazuje močno efektorsko 
funkcijo, je najpogostejši podrazred v človeškem serumu, to ogrodje pa je bilo uporabljeno 
že v prvih odobrenih terapevtskih protitelesih. IgG2 in IgG4 uporabljamo, kadar je zaželena 
manjša specifična celična aktivnost. Do sedaj niso odobrili še nobenega terapevtskega 
protitelesa iz podrazreda IgG3, za kar obstaja več razlogov. IgG3 ima namreč obsežno 
sklepno področje, zaradi česar je verjetnost proteolize večja, v populaciji obstaja veliko 
alelotipov tega podrazreda, IgG3 se ne more biti očistiti s proteinom A ter ima krajši 
razpolovni čas glede na ostale podrazrede (13). 
1.2.1 Monoklonska protitelesa 
Monoklonska protitelesa (mAb) spadajo v širšo skupino rekombinantnih bioloških 
učinkovin, kamor sodijo tudi drugi rekombinantni pripravki, kot so encimi, hormoni, 
dejavniki strjevanja krvi, cepiva in citokini. Za vsa ta zdravila je značilno, da osnovna 
tehnologija proizvodnje temelji na vstavitvi želenega gena v gostiteljsko celico (14).  
Na začetku razvoja mAb so bila protitelesa mišjega izvora. Ta protitelesa so pogosto izzvala 
odziv proti mišjemu antigenu (HAMA ang. »human anti-mouse antibody«), zato so nadalje 
razvili himerna protitelesa. Slednja (60-70% humana) so narejena iz mišje variabilne regije 
in človeške konstantne regije in lahko izzovejo odziv proti himernemu antigenu (HACA ang. 
»human anti-chimeric antibody«). Visoko humanizirana protitelesa imajo zamenjano mišjo 
CDR regijo s človeško in so tako že 90-95% humana. Takšna protitelesa imajo skoraj enak 
imunogeni potencial kot popolnoma humana protitelesa, vseeno pa lahko izzovejo odziv 
proti človeškemu antigenu (HAHA ang. »human anti-human antibody«). Za ustrezno 
delovanje protiteles je zelo pomembna pravilna glikozilacija, saj jih v določeni meri tudi 
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varuje pred proteazami, da jih le-te ne razgradijo. Glikozilacija je pomembna tudi za samo 
obliko protitelesa. Sestava sladkorjev v oligosaharidih je kritična za funkcijo protitelesa, ki 
se lahko z drugačno sestavo tudi do 50-krat poveča (12, 14, 15). 
Terapevtska protitelesa igrajo veliko vlogo pri zdravljenju številnih bolezni, kot so rak, 
vnetja, alergije in avtoimunske bolezni. Razvoj komercialno dostopnih protiteles pa ni tako 
enostaven, saj je obnašanje protiteles precej raznoliko, čeprav imajo podobno strukturo. 
Kljub temu je to področje zanimivo za komercialni razvoj, saj mAb delujejo specifično in 
imajo zato manj stranskih učinkov. Poleg tega so lahko protitelesa sklopljena z drugimi 
terapevtskimi entitetami za učinkovitejšo dostavo te entitete do tarčnega mesta. Protitelesa 
so lahko sklopljena tudi z radioizotopi za specifične diagnostične namene (15). 
1.2.2 Fuzijski proteini 
Fuzijske proteine (FP) zaradi njihovega podobnega delovanja in indikacijskih področij 
uvrščamo med monoklonska protitelesa, čeprav to sicer niso (14). Fuzijski proteini so 
skupina proteinov, ki imajo dve ali več različnih proteinskih domen integriranih v eno 
molekulo. Pri terapevtskih fuzijskih proteinih protein, ki ima terapevtski učinek, vežemo na 
Fc regijo protitelesa, ki služi kot nosilec proteina (slika 1, B). Ti dve proteinski enoti sta med 
seboj povezani s peptidnimi povezovalci oz. linkerji (16). Z vezavo dveh različnih 
proteinskih domen združimo lastnosti obeh in tako en del služi za molekulsko prepoznavo 
in vezavo, medtem ko drugi del pripomore k določenim funkcionalnostim kot sta podaljšan 
razpolovni čas in stabilnost, citotoksičnost ter omogoči nove načine aplikacije (17).  
 
Slika 1: (A) Struktura protitelesa. Lahka veriga obarvana rjavo in težka veriga obarvana sivo (povzeto po 13). (B) 
Struktura fuzijskega proteina (povzeto po 18). 
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1.3   PROIZVODNJA BIOLOŠKIH ZDRAVIL 
Proizvodnja bioloških zdravil je kompleksen in variabilen proces, ki zajema specializirane, 
drage in časovno potratne postopke. BZ pridobivamo v bioreaktorjih s pomočjo bakterijskih, 
živalskih, glivnih ali rastlinskih celic. Pred rutinsko proizvodnjo BZ je potrebna izdelava 
celične linije, ki vsebuje gen, ki nosi zapis za želeni protein v zadostnih količinah in z 
želenimi posttranslacijskimi modifikacijami (PTM). Za proteine, ki so glikozilirani, 
izberemo sesalske ali glivne celice, medtem ko za neglikozilirane proteine izberemo 
bakterijske celice (2, 19). Večina bioloških zdravil proizvedemo s pomočjo rekombinantne 
bakterije Escherichia coli ali kvasovke Saccharomyces cerevisiae. Sledijo jim biološke 
učinkovine, ki jih proizvedemo s pomočjo živalskih celičnih kultur. V glavnem so to 
rekombinantne celične linije, pridobljene iz ledvic hrčkovega mladiča (BHK) ali celice, 
pridobljene iz jajčnikov kitajskega hrčka (CHO) (1).  
Proizvodnja BZ vključuje dva glavna koraka, ki ju imenujemo proizvodni proces (ang. 
»upstream«) in proces čiščenja (ang. »downstream«). Razvoj proizvodnega procesa 
vključuje številne korake, kot so izbira celične linije, gojišča celične kulture, rastnih 
parametrov in procesno optimizacijo za doseganje optimalnih pogojev za rast celic in 
produkcijo BZ. Glavni cilj proizvodnega procesa je pretvorba substratov v želene metabolne 
produkte, zato je potrebno dobro kontrolirati pogoje v velikih bioreaktorjih, kjer celice 
rastejo in izgrajujejo želene učinkovine. Parametri, ki jih je potrebno nadzorovati, so 
temperatura, pH, oskrba s kisikom, sterilizacija materialov in opreme ter vzdrževanje 
sterilnosti opreme, da ne pride do mikrobne kontaminacije. Sledi proces čiščenja, kjer 
učinkovine, proizvedene v celičnih kulturah, izoliramo in očistimo do končnega produkta. 
Vključuje več korakov, v katerih odstranimo nečistote povezane z gostiteljskimi celicami 
(proteini gostiteljskih celic, DNA ipd.), procesom (pufri, protipenilci, vezani ligandi ipd.) in 
produktom (agregati, fragmenti ipd.). Proces čiščenja je ponavadi sestavljen iz treh glavnih 
korakov. Prvi korak sta ekstrakcija in izolacija, drugi je čiščenje (odstranitev večine nečistot) 
ter zadnji poliranje, kjer odstranimo specifične nečistote in neželene oblike tarčne 
biomolekule, ki bi se lahko oblikovale med izolacijo ali čiščenjem. Začetno čiščenje 
vključuje ločitev celic in supernatanta, kjer uporabljamo centrifugacijo, filtracijo, 
sedimentacijo in flotacijo. Ultrafiltracijo, kateri sledi čiščenje, uporabljamo, kadar so 
biomolekule proizvedene zunajcelično. Za znotrajcelične biomolekule je potrebno celice 
najprej lizirati s homogeniziranjem pod visokim pritiskom, sonifikacijo ali mletjem, čemur 
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sledi bistrenje, ki odstrani ostanke celic. Tarčno biomolekulo nato očistimo iz celičnega 
homogenata, ponavadi s precipitacijo in/ali kromatografijo. Končni korak pri proizvodnji 
BZ je priprava formulacije in pakiranje zdravila (2, 19, 20). 
Proizvodni proces mora biti dobro kontroliran, saj imajo lahko že majhne razlike v procesu 
velik vpliv na končno učinkovitost in varnost zdravil, vključno z imunogenostjo (19). 
Obstajajo številne PTM proteinov, ki se lahko zgodijo in vivo ali in vitro. Med pogostejše 
PTM sodijo glikozilacija, oksidacija, fosforilacija, lipidacija, tvorba disulfidnih vezi in 
deamidacija, ki lahko vodijo v spremembo strukture ali spremenjeno funkcionalnost 
proteina. Ta lahko postane neaktiven ali celo imunogen, zato je pomembno, da PTM 
spremljamo na čim več korakih tekom proizvodnje zdravila (21).  
1.4   BIOLOŠKO PODOBNA ZDRAVILA 
Vsak komercialni in klinični uspeh novega biološko pridobljenega zdravila preoblikuje 
industrijsko farmacijo, saj se s tem lahko začne razvoj njegovih BPZ. S potekom patentov 
bioloških zdravil dobijo proizvajalci biološko podobnih zdravil možnost, da s svojim 
zdravilom pridejo na trg. Patentna zaščita traja 20 let od oddaje vloge, kar se po navadi zgodi 
že pred kliničnim testiranjem (8, 22). Prvo BPZ somatotropin je bilo odobreno leta 2006 v 
Evropski uniji (14, 23), prvo monoklonsko protitelo infliksimab, ki se uvršča med BPZ, pa 
leta 2013 (14). Sandoz-jev filgrastim Zarxio je bil leta 2015 prvo BPZ, ki je bilo odobreno s 
strani Zveznega urada za živila in zdravila (FDA) (24). 
Biološko podobna zdravila so zdravila, ki so zelo podobna biološkim zdravilom na trgu. 
BPZ se lahko zaradi variabilnosti v biološkem izvoru in proizvodnji nekoliko razlikujejo od 
referenčnega zdravila (RZ), vendar te manjše razlike ne smejo vplivati na varnost in 
učinkovitost zdravila (7). Regulatorni organi vsakršne razlike med BPZ in RZ skrbno 
ovrednotijo, da zagotovijo podobnost med zdraviloma. BPZ mora imeti enako odmerjanje, 
jakost ter indikacije za uporabo kot referenčno zdravilo (25).  
Biološko zdravilo lahko izzove imunski odgovor, pri katerem pride do proizvodnje protiteles 
proti zdravilu, kar lahko vodi do neželenih učinkov. Imunogenost BPZ je lahko posledica 
prisotnosti nečistot, agregacije, kemijske modifikacije in/ali nepravilne glikozilacije. Po 
drugi strani morajo BPZ doseči podobne farmakološke učinke (vključno z farmakokinetiko) 
kot RZ (23). Kadar za aktivno učinkovino uporabimo protein, morata obe zdravili vsebovati 
enak protein z enako 3D strukturo, zato mora biti aminokislinsko zaporedje BPZ identično 
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tistemu v RZ. Aminokislinsko zaporedje in zvitje proteina imata glavno vlogo v določanju 
biološke učinkovitosti, ki mora biti enako za obe zdravili (7, 22). Kot končno zdravilo morata 
imeti obe zdravili enak odmerek in način aplikacije. Nekatere razlike so dovoljene v 
formulaciji, farmacevtski obliki zdravila in aplikacijski napravi, vendar te razlike ne smejo 
vplivati na varnost in učinkovitost (7). Zaradi visoke podobnosti med RZ in BPZ naj bi bili 
ti dve zdravili med seboj zamenljivi. Kljub temu, da so naredili številne študije glede 
primerljivosti RZ in BPZ ter, da neželenih učinkov pri zamenjavi ni bilo zaznati, vprašanje 
zamenljivosti še ni popolnoma razrešeno (8).  
1.5   RAZVOJ BIOLOŠKO PODOBNIH ZDRAVIL 
Glavni namen razvoja BPZ je povečanje konkurence na trgu bioloških zdravil, s čimer  
znižamo ceno zdravil in s tem povečamo dostopnost le-teh (26). Razvoj BPZ je sestavljen iz 
neodvisnega razvoja procesa in temeljite primerjave potencialnega BPZ z referenčnim 
zdravilom, ki jo začnemo z analizo RZ (27, 28). Namen tega koraka je ustvariti široko 
razumevanje lastnosti referenčnega izdelka. Razvijalci BPZ morajo tudi določiti variabilnost 
med posameznimi serijami referenčnega zdravila, zato v analize vključimo zadostno število 
serij RZ. Na podlagi tega ustvarimo ciljni kakovostni profil izdelka (ang. quality target 
product profile, QTPP) za BPZ (28). QTPP skupaj s kritičnimi lastnostmi kakovosti (ang. 
critical quality atributes, CQA) tvori temelj za razvoj z vgrajeno kakovostjo (ang. quality by 
design, QbD). QbD je sistematičen pristop k razvoju kakovostnega in varnega BPZ. Namen 
je določitev vseh ključnih lastnosti, ki določajo kakovost, varnost in učinkovitost 
specifičnega biološkega izdelka ter določitev območja variabilnosti (8). 
Vsak kandidat za BPZ potrebuje svoj nabor CQA-jev za ovrednotenje njegove podobnosti z 
referenčnim zdravilom, in sicer zaradi kompleksnosti in variabilnosti v strukturi in delovanju 
bioloških molekul (21). V prvem korak v razvojnem procesu BPZ torej določimo CQA-je, 
ki jih določimo na podlagi RZ (19, 4). Izberemo lastnosti, ki lahko vplivajo na klinični izid 
proizvoda in za te lastnosti izvedemo funkcionalno in strukturno karakterizacijo. V 
proizvodnem procesu zdravil se CQA-ji nanašajo na kemične, fizikalne, biološke in 
mikrobiološke lastnosti, ki jih lahko definiramo, izmerimo in konstantno nadzorujemo z 
namenom zagotovitve končnega produkta znotraj želenih vrednosti (4, 24). V primeru mAb-
jev so torej CQA-ji lahko aminokislinsko zaporedje, čistost, agregacija, heterogenost naboja, 
strukture višjega reda, PTM in biološka aktivnost (19). Vseh lastnosti biološkega izdelka ne 
moremo ovrednotiti, zato regulativni organi prepuščajo izbiro in znanstveno utemeljitev 
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CQA-jev proizvajalcu BPZ. Tri karakteristike, ki so jih regulatorne oblasti ovrednotile kot 
pomembnejše, so PTM, 3D struktura in proteinska agregacija, saj lahko vplivajo na 
specifičnost protiteles, efektorsko funkcijo, varnost in/ali razpolovni čas. Ko CQA-je enkrat 
izberemo, jih kategoriziramo tako, da za vsako lastnost posebej določimo relativno 
pomembnost oz. kritičnost. FDA po tem koraku priporoča identifikacijo klinične 
relevantnosti za posamezni CQA ter pričakuje, da pomembnost za klinični izid statistično 
ovrednotimo. Testiranje ekvivalence oziroma testiranje podobnosti je priporočeno za CQA-
je, ki so najvišje kategorizirani. Ti testi so statistično nekoliko bolj temeljiti od tistih za 
testiranje srednje kategoriziranih in še bolj od tistih za testiranje nižje kategoriziranih CQA-
jev. Vrednotenje ustreznega območja in grafična ponazoritev sta priporočeni za CQA-je, ki 
so nižje kategorizirani. Statistični pristop, ki ga uporabimo za uvrstitev posameznih lastnosti, 
zagotovi sprejemljive mejne vrednosti in območja za analitsko testiranje podobnosti (21, 24, 
30). 
Razvoj BPZ nadaljujemo s selekcijo nove celične linije, saj tista, ki jo uporablja referenčni 
proizvajalec zaradi patentne zaščite največkrat ni dostopna (31). Izbor ekspresijskega 
sistema za proizvodnjo BPZ direktno vpliva na nečistote, ki so povezane s procesom in 
produktom. Ekspresijski sistem in celična linija, ki jo izberemo za proizvodnjo BPZ, naj bi 
bila zato čim bližje ekspresijskemu sistemu, ki so ga uporabili za RZ. Seveda obstajajo tudi 
izjeme. V primeru, da bi izbrana celična linija proizvajala manj potencialno imunogenih 
glikanskih struktur, bi bil izbor te linije sprejemljiv. Sicer je mogoč tudi izbor drugačnega 
ekspresijskega sistema zaradi drugačne produktivnosti ali kakšnega drugega razloga, a je v 
tem primeru potrebno dokazati analitsko podobnost in zadovoljiti kriterijem kakovosti za 
biološko podobno zdravilo (28). V nadaljevanju vzpostavimo proizvodni proces in proces 
čiščenja, da dokažemo neločljive razlike proizvoda med celičnima linijama referenčnega 
proizvajalca in proizvajalcem BPZ (31).  
Naslednji korak je izbira in izvedba ustreznega analitskega vrednotenja postavljenih CQA-
jev. Za potrditev rezultatov za izbrano testiranje pogosto uporabimo več metod, da 
povečamo zmožnost zaznave razlik, ki bi jih z uporabo le ene metode lahko spregledali. 
Tukaj se priporoča izbor metod, ki temeljijo na drugačnih fizikalno-kemijskih ali bioloških 
principih (ortogonalne metode), saj tako za isti CQA zagotovimo močnejšo znanstveno 
utemeljitev in natančnost. Analitska karakterizacija se ne osredotoča le na kandidata za BPZ, 
pač pa zajema tudi testiranje različnih serij referenčnega zdravila iz ameriškega in 
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evropskega trga (24). Obsežnejše, razumljivejše in bolj robustne analitske primerjalne 
študije zmanjšajo možnost po dodatnih toksikoloških in kliničnih študijah (21). Analitsko 
testiranje CQA-jev izvajamo, da ugotovimo razlike, ki bi jih lahko povzročile razlike v 
parametrih kot so ekspresijski sistem, proizvodni proces, fizikalno-kemijske lastnosti, 
funkcionalne aktivnosti, vezava na receptorje, imuno-kemične lastnosti, nečistote in klinični 
izid (24).  
Po analitskem vrednotenju sledijo ocena toksičnosti na živalih, farmakokinetične in 
farmakodinamične študije ter klinične študije imunogenosti, varnosti in učinkovitosti (29). 
Analitske, predklinične in klinične farmakokinetične in farmakodinamične študije 
dokazujejo, da je delovanje  biološko podobnega zdravila podobna referenčnemu zdravilu. 
Končno potrditev biološke podobnosti dokažemo v III. fazi kliničnih preizkušanj (32).  
Vsa biološka zdravila (BPZ in RZ) so produkt živih organizmov. Zaradi tega in zaradi 
kompleksnega proizvodnega procesa dve seriji nista nikoli popolnoma enaki. Da 
zagotovimo klinično varnost in učinkovitost, mora vsaka sprememba ostati znotraj točno 
določenega območja. Ta območja so postavljena in strogo kontrolirana s strani regulativnih 
organov in farmacevtskih podjetij, da zagotovimo podobnost med serijami. Regulativni 
organi odobrijo biološko podobno zdravilo samo, če je to podobno referenčnemu zdravilu 
na vseh zahtevanih nivojih in če dokažemo, da ni klinično pomembnih razlik, ki bi vplivale 
na varnost in učinkovitost zdravljenja (32).  
Ko je izdelek že na trgu, je potrebno stalno spremljati skladnost s CQA-ji. Izboljšave redno 
implementiramo preko ocene tveganja, upravljanjem z vstopnimi materiali, izboljšanjem 
analitskih tehnik in razvojem stohastičnih modelov za napovedovanje potencialnih tveganj 
(8). Po odobritvi BPZ je potrebno vpeljati farmakovigilančne študije za zmanjšanje neznanih 
potencialnih tveganj, ki so povezana z uporabo tega zdravila (21). 
1.6   FIZIKALNO-KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA BIOLOŠKO 
PODOBNIH ZDRAVIL 
Analitska karakterizacija BPZ skupaj z nekliničnimi in kliničnimi informacijami gradi 
temelj za odobritev biološko podobnega zdravila. Zaradi napredka v analitskih tehnikah je 
mogoče proteinski izdelek temeljito okarakterizirati in določiti potencialne razlike z 
referenčnim zdravilom, ki bi lahko vplivale na varnost in učinkovitost. Bolj občutljive in 
specifične analitske tehnologije omogočajo identifikacijo in karakterizacijo ne le zdravilne 
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učinkovine, ampak tudi pomožnih snovi ter produktno in procesno povezanih nečistot (24). 
S pravilno izbiro analitske metode je mogoče določiti lastnosti, kot so molekulska masa, 
aminokislinsko zaporedje, N- in O-glikozilacija, lokacija disulfidnih mostičkov, 
deamidacija, izomerizacija aspartata, prosti cisteinski ostanki, oksidacija, nabite variante in 
agregacija, identificirati in določiti peptide ter dobiti informacijo o strukturi proteina. 
Fizikalno-kemijske lastnosti poleg masne spektrometrije določamo tudi s spektroskopskimi, 
elektroforetskimi in kromatografskimi tehnikami (2, 23, 33).  
Molekulska masa samega proteina je prva fizikalna lastnost, ki določa identiteto biološkega 
zdravila in njegovih podenot. Molekulsko maso same molekule določimo z masno 
spektrometrijo. S tem poleg molekulske mase pridobimo tudi informacije o glavnih 
posttranslacijskih modifikacijah. Sledijo analize primarne strukture, glikanov in struktur 
višjega reda (22, 34). Aminokislinsko zaporedje lahko analiziramo s pomočjo reverzno-
fazne tekočinske kromatografije visoke zmogljivosti. Za sekundarno strukturo proteinov 
lahko uporabimo cirkularni dikroizem. Terciarno strukturo vrednotimo s številnimi 
metodami, med katerimi so tudi jedrska magnetna resonanca, cirkularni dikroizem, 
fluorescenčna spektroskopija in diferenčna dinamična kalorimetrija. Kromatografija in 
masna spektroskopija sta najbolj zanesljivi analitski metodi, ki ju uporabljamo za določanje 
glikozilacijskega vzorca določenega proteina. Za testiranje fosforilacije sta najpogostejša 
testa prenos po Westernu in encimski imunoadsorpcijski test. Površinska plazmonska 
resonanca je optična tehnika, ki jo uporabljamo za detekcijo molekularnih interakcij ali 
vezave na tarčo. Prisotnost nečistot oz. čistost vrednotimo z poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS-PAGE), kationsko-izmenjevalno 
tekočinsko kromatografijo visoke zmogljivosti (HPLC), velikostno izključitveno HPLC in 
encimsko imunoadsorpcijskim testom. Testiranje biološke aktivnosti (ang. »potency«) 
vključuje tri glavne korake in sicer teste bioaktivnosti, teste vezave na receptorje in 
določanje vsebnosti proteina (24). Različne spektroskopske metode, kot so ultravijolična 
spektroskopija, Fourierovo transformirana infrardeča svetloba, cirkularni dikroizem in 
Ramanska spektroskopija, zaznajo le večje spremembe v proteinski strukturi in jih 
uporabljamo za določanje nečistot (npr. DNA), oceno sekundarne zgradbe in določanje 
spektralnega odtisa (23). 
Kompleksnost bioloških vzorcev zahteva uporabo med seboj različnih, a komplementarnih 
tehnik. Uporaba komplementarnih tehnik omogoča večje zaupanje v analitske rezultate. 
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Primera takšnih tehnik sta reverzno fazna HPLC in kapilarna conska elektroforeza (CZE), 
pri katerih poteka ločba analitov po drugačnih mehanizmih. Pri tej vrsti HPLC delce po 
navadi ločujemo na podlagi hidrofobnosti, pri CZE pa ločba poteka glede na razmerje med 
nabojem in maso molekul (22). 
1.7   KAPILARNA ELEKTROFOREZA 
Začetki elektroforeze kot separacijske tehnike segajo v leto 1937. Tradicionalno 
elektroforezo izvajamo v mediju, ki ne prevaja toplote, kot sta na primer poliakrilamid ali 
agarozni gel. Gel v obliki plošče ali cevi primarno uporabljamo za ločevanje bioloških 
molekul na podlagi velikosti. Elektroforeza na gelu v obliki plošče (SDS-PAGE) je 
najpogosteje uporabljena separacijska tehnika, čeprav velja, da je tehnika nizko učinkovita, 
ima težave z detekcijo in avtomatizacijo ter je dolgotrajna. Alternativa tej tehniki je izvedba 
ločbe v kapilari. Kapilare same po sebi ne prevajajo toplote, zato gel kot medij v kapilari ni 
potreben. Tako lahko kapilaro uporabimo z gelom ali brez njega, odvisno od vrste tehnike 
(35, 37).  
Kapilarna elektroforeza je družina sorodnih tehnik, pri katerih uporabljamo ozke kapilare 
(premera 20 – 200 µm) za učinkovito ločbo majhnih in velikih molekul. Visok električni 
upor kapilare omogoča zelo visoka električna polja, pri čemer je ustvarjanje toplote 
minimalno. Veliko razmerje med površino in prostornino pa poskrbi za učinkovito odvajanje 
nastale toplote. Ločba poteka zaradi visoke napetosti, ki ustvari elektroosmotski in 
elektroforetski tok pufrnih raztopin in ionov znotraj kapilare. Elektroosmotski tok je 
elektroforetski pojav, ki ustvari tok raztopine v kapilari. Lastnosti ločbe in dobljeni profili 
separacije, imenovani elektroferogrami, izkazujejo povezavo med tradicionalno 
poliakrilamidno elektroforezo (PAGE) in moderno HPLC metodo (35, 36).  
Poenostavljena shema delovanja kapilarne elektroforeze je prikazana na sliki 2. Osnovna 
postavitev CE instrumenta je relativno enostavna. Konca kapilare sta potopljena v rezervoar 
s pufrom. Kapilara mora imeti optično okno, ki je poravnano z detektorjem, ki zajema 
podatke (36). Rezervoarji imajo tudi elektrode, ki zagotovijo električni tok. Vzorec 
nanesemo na kapilaro tako, da le-to pomočimo v raztopino vzorca, ki ga apliciramo v 
kapilaro s pomočjo električne napetosti ali nadtlaka. Vzorec nato potuje po kapilari zaradi 
aplicirane napetosti. Ko vzorec prečka optično okno, detektor zazna spremembo signala in 
ga pošlje v računalnik, ta pa na podlagi signala izriše elektroferogram, ki za celoten čas 
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separacije vzorca prikazuje vrhove, ki predstavljajo posamezne komponente vzorca. 
Površina le-teh je odvisna od njihove količine v vzorcu (37). 
 
Slika 2: Poenostavljena shema CE (povzeto po 36) 
Kapilarno consko elektroforezo (CZE) uporabljamo za določanje različno nabitih oblik 
molekule. Separacijska selektivnost pri tej metodi je razlika v masi in naboju različnih oblik 
molekule, zaradi katerih imajo le-te različno elektroforetsko mobilnost v raztopini elektrolita 
(33, 38). Osnova za CZE sta homogenost pufrne raztopine in konstantna moč polja skozi 
celotno dolžino kapilare (36).  
Kapilarno izoelektrično fokusiranje (cIEF) omogoča ločevanje proteinov na podlagi 
njihove izoelekrične točke. S pomočjo amfolita, v katerega zmešamo vzorec, ustvarimo pH 
gradient med katodo in anodo. Proteini se usmerijo na pozicijo, kjer je pH enak njihovi 
izoelektrični točki. V mobilizacijskem koraku nato proteine potisnemo proti UV detektorju, 
kjer poteka detekcija. Slikovno kapilarno izoelektrično fokusiranje (icIEF) omogoča hitrejšo 
ločbo, višjo resolucijo in večjo ponovljivost, saj pri tej metodi ne uporabljamo 
mobilizacijskega koraka, ki je časovno potraten in zaradi katerega prihaja do razpotegnjenih 
vrhov (33). IEF temelji na osnovi, da bo molekula potovala le dokler je nabita. Ko postane 
nevtralna, se njena migracija v električnem polju ustavi (36).  
Kapilarna gelska elektroforeza (CGE) je metoda, ki je primerljiva s tradicionalno 
elektroforezo (SDS-PAGE), saj je mehanizem ločbe pri obeh enak. Izvedba metode v 
kapilari ponuja več prednosti pred tradicionalnim načinom elektroforeze, saj lahko pri 
separaciji uporabimo 10-krat do 100-krat višjo električno napetost, detekcija poteka v 
kapilari, možna pa je tudi avtomatizacija celotnega procesa (37, 39). Ena od izvedb CGE 
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poteka v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS), ki v prisotnosti denaturiranega 
proteina tvori komplekse s proteinom. Tako dobijo vse komponente v vzorcu negativni naboj 
(40). To omogoča, da poteka elektroforetska ločba komponent vzorca le na podlagi 
hidrodinamične velikosti. Ločba poteka v kapilari, napolnjeni z gelskim matriksom, ki služi 
kot sito. Tako se majhne molekule hitreje prebijejo skozi gel kot večje molekule in so tudi 
med prvimi, ki jih zaznamo z detektorjem (33, 37, 38).  
V biofarmacevtski industriji kapilarni elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(CE-SDS) uporabljamo v vseh fazah razvoja in kontrole kakovosti. Vzorce lahko 
analiziramo pod reducirajočimi ali nereducirajočimi pogoji. V prvem primeru vzorce na 
začetku reduciramo, v drugem pa alkiliramo. Pri alkilaciji protein obdelamo z alkilirnim 
sredstvom, kot sta jodacetamid (IAM) ali N-etilmaleimid (NEM), ki se veže na proste SH-
skupine cisteina na proteinu (slika 3). S tem prepreči tvorbo disulfidnih mostičkov med 
nadaljnjo pripravo in analizo vzorcev. Pri redukciji uporabimo reducent, kot je ditiotreitol 
(DTT), tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP) ali 2-merkaptoetanol (2-ME), ki povzroči cepitev 
disulfidnih vezi (slika 4). V primeru analize mAb pod reducirajočimi pogoji, ta razpade na 
težko verigo (HC), neglikozilirano težko verigo (NG-HC) in lahko verigo (LC), s čimer je 
omogočeno spremljanje posameznih verig protitelesa. Pri karakterizaciji mAb se podjetja 
pogosto odločijo za razvoj obeh variant CE-SDS metod (39, 40). Čas ločbe posameznega 
vzorca je približno 30 min. Dodaten čas vzame še priprava vzorcev, spiranje kapilare in 
nanašanje polimera v kapilaro, zaradi česar je čas analize relativno dolg (41). 
 
Slika 3: Poenostavljen prikaz reakcije alkilacije proteina z NEM in IAM 
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Slika 4: Poenostavljen prikaz reakcij redukcije proteina z DTT, 2-ME in TCEP 
1.7.1 Kapilarna elektroforeza visoke zmogljivost na čipu 
Kapilarna elektroforeza na čipu spada med tehnike visoke zmogljivosti (ang. »high-
throughput«, HT), kjer je število vzorcev, ki jih lahko obdelamo, precej večje kot pri 
konvencionalni CE, hkrati pa je celoten čas analize bistveno krajši. Na tržišču je na voljo že 
nekaj komercialno dostopnih instrumentov kapilarne elektroforeze na čipu. Med takšne 
sodita tudi LabChip® GXII in LabChip® GXII Touch (PerkinElmer, Inc.), ki omogočata 
avtomatizirane analize posameznih vzorcev v 40-65 sekundah, kar je do 70-krat hitreje kot 
pri konvencionalni CE. Z njima je možno analizirati do 96 ali 384 vzorcev naenkrat, odvisno 
od formata ploščice. Poleg tega se proteini, ki se ločujejo na čipu, avtomatizirano obarvajo 
in razbarvajo z barvilom, ki je poleg reagentov za pripravo čipa tudi komercialno dostopen 
(41, 42, 43). Pri tem ločljivost, občutljivost in kvantitativne sposobnosti ostanejo primerljive 
s tistimi od konvencionalne CE (40). Zaradi naštetih lastnosti je ta metoda še posebej 
uporabna v zgodnjih fazah razvoja zdravil, kjer je število vzorcev zelo veliko. 
V primeru uporabe instrumenta LabChip GXII (Touch) HT CE izvajamo na majhnem 
mikrofluidnem čipu, ki vsebuje 20 mm dolg separacijski kanal. Slednji ima enako vlogo kot 
kapilara, ki jo uporabljamo pri konvencionalni CE. Jamice čipa pred analizo napolnimo z 
gelom, pri čemer nekatere jamice vsebujejo gel z dodanim barvilom. Jamice so med seboj 
povezane s kvarčno vtisnjenimi mikrokanali. Čip vstavimo v instrument, kjer se preko 
elektrode prenašata napetost in električni tok. Robotski sistem premika mikrotitrsko ploščico 
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z vzorci, ki se v instrumentu nahaja pod čipom, tako da se lahko pod negativnim tlakom 
vzorec posrka v enega od mikrokanalov. Vzorec se nato elektroforetsko pomakne v centralni 
(separacijski) kanal. Fluorescenčno barvilo se nekovalentno veže na SDS, prisotnim v 
sejalnem matriksu, ki v mikrokanalih tvori komplekse s proteini. Barvilo oddaja zadostno 
količino signala le, kadar je vezan na komplekse s SDS. Zaradi presežka SDS v mikrokanalih 
tam nastajajo tudi SDS miceli, na katere se prav tako veže barvilo. Sejalni matriks (gel) brez 
barvila se pred detekcijo pridruži separacijskemu kanalu, s čimer se razredči SDS pod 
kritično micelarno koncentracijo. SDS miceli disociirajo in proste molekule barvila 
prenehajo fluorescirati, medtem ko barvilo, ki je vezano na kompleks protein-SDS še naprej 
oddaja fluorescenčni signal. Med pomikanjem vzorca po separacijskem kanalu pride do 
ločbe zaradi razlik v velikosti. Posamezni fragmenti vzorca potujejo mimo laserja, ki 
inducira fluorescenčno barvilo vezano na molekulo. Fluorescenco zazna detektor, ki na 
podlagi te izriše elektroferogram za posamezni vzorec (40, 42, 43).  
 
Slika 5: A) Izgled sistema LabChip GXII Touch in B) čipa – prikaz od spodaj in C) shema mikrokanalov ( povzeto 
po (45)  
Pri sistemu LabChip GXII Touch obstaja dodaten korak kalibracije čipa, s katerim 
zmanjšamo variabilnost rezultatov med analizami in znotraj posamezne analize. Sistem pri 
kalibraciji optimizira skripto, s katero analizira vse vzorce v posamezni analizi. Optimizacija 
skripte poteka s pomočjo spodnjega označevalca (ang. »lower marker«, LM) in referenčnega 
standarda VeriMab, ki ima znano razmerje koncentracij dveh protiteles IgG. Sistem s 
spreminjanjem toka in napetosti spreminja delež razbarvanja in tako nastavi prihod 120 kDa 
velikega LM na prednastavljeni čas ter odstotek določene komponente referenčnega 
standarda VeriMab na tarčno vrednost 10%. Optimizirano skripto sistem zaklene in uporabi 
za vse vzorce posamezne analize (45).   
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2. NAMEN DELA 
Določanje lastnosti terapevtskih proteinov poteka v vseh fazah razvoja biološko podobnih 
zdravil. V zgodnejših fazah razvoja, ko poteka fizikalno-kemijska karakterizacija 
potencialnih kandidatov BPZ, je število vzorcev relativno veliko, zato je smiselno uporabiti 
metodo, ki omogoča hitro in učinkovito analizo večjega števila vzorcev. Tega se zavedajo 
tudi številni proizvajalci, ki izdelujejo inštrumente višjih zmogljivosti. Proizvajalec takega 
inštrumenta pripravi tudi protokol za pripravo vzorcev, ki običajno ni popolnoma optimalen 
za vse vrste proteinov.  
Naš cilj je razviti in potrditi metodo kapilarne gelske elektroforeze na čipu na sistemu 
LabChip GXII Touch, ki ima po navedbah proizvajalca izboljšano ponovljivost rezultatov v 
primerjavi z njegovim predhodnikom (LabChip GXII). Metodo bomo poskusili optimizirati 
do te mere, da bo optimalna za analizo vseh protiteles IgG ne glede na njihov podrazred in 
bo hkrati podala zadostno količino informacij o izbranem monoklonskem protitelesu, kot so 
čistost, fragmentacija in glikozilacija. Pri razvoju bomo izhajali iz protokola za pripravo 
vzorcev (46), ki ga je pripravil proizvajalec sistema LabChip GXII Touch. Za razvoj t.i. 
generične metode bomo izbrali molekule IgG različnih podrazredov. Ker so pogoji ločbe pri 
kapilarni elektroforezi na čipu integrirani v čip in jih zato ni možno spreminjati, se bomo pri 
razvoju metode osredotočili predvsem na optimizacijo priprave vzorcev. V okviru tega bomo 
testirali več koncentracij različnih reducentov in alkilirajočih sredstev ter različne pogoje 
inkubacije, kjer bomo spreminjali temperaturo in čas inkubacije. Z razvito metodo bomo 
poskušali tudi identificirati vrhove na dobljenih profilih ločbe. Po končani optimizaciji 
metode, bomo s testi, kot so limita kvantifikacije, linearnost, točnost, ponovljivost, 
robustnost in stabilnost vzorcev, poskusili potrditi, da je metoda ustrezna za njen namen. 
Potrjeno metodo bomo na koncu primerjali z rezultati, dobljenimi s konvencionalno CE-
SDS, katero se uporablja tudi v poznejših fazah razvoja in v okviru kontrole kakovosti. 
Primerjavo bomo naredili na podlagi vizualnega pregleda profila dobljenih 
elektroferogramov in preračunanih relativnih površin izbranih vrhov. 
Pričakujemo, da bomo uspešno razvili in potrdili metodo, s katero bomo lahko hitro in 
učinkovito analizirali večje število vzorcev v zgodnjih fazah razvoja. Predvidevamo, da bodo 
na račun hitrosti metode rezultati manj natančni od konvencionalne metode, a bodo kljub 
temu dovolj povedni za uspešno podporo zgodnjega razvoja biološko podobnega zdravila.   
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 KEMIKALIJE IN REAGENTI 
V preglednici I so navedene vse kemikalije in reagenti, ki smo jih uporabili pri 
eksperimentalnem delu. 
Preglednica I: Uporabljene kemikalije in reagenti 
Kemikalija/reagent Kakovost / čistost Proizvajalec 
2-merkaptoetanol (2-ME) 99 % Sigma 
Ditiotreitol (DTT) ≥ 99 % Sigma 
Jodacetamid (IAM) ≥ 99 % Sigma 
N-etilmaleimid (NEM) ≥ 98 % Sigma-Aldrich 
Komplet reagentov HT Protein Express 
Reagent: 
*Raztopina barvila  
*Pufer za vzorce  
*Protein gel matriks  
*Označevalec velikosti  
*Pufer za spiranje  
*Spodnji označevalec  
 PerkinElmer 
 
 
 
 
 
 
 
Komplet reagentov HT Protein Clear Reagent: 
*Raztopina barvila  
*Pufer za vzorce  
*Protein gel matriks  
*Označevalec velikosti 
*Pufer za spiranje  
*Spodnji označevalec 
*Standard VeriMab  
 PerkinElmer 
Komplet za deglikozilacijo InstantPC™: 
*Gly-X N-Glycanase 
*Gly-X Denaturant 
 ProZyme 
Aprotinin ≥90 % BioChemica 
Natrijev dihidrogen fosfat dihidrat 
(NaH2PO4*H2O) 
99,0-102,0 % Merck 
Dinatrijev hidrogen fosfat dihidrat 
(Na2HPO4*2H2O) 
≥99,5 % Merck 
* Kemikalija je del kompleta in je ni mogoče dobiti posebej 
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3.2 POTROŠNI MATERIAL 
V preglednici II je naveden ves potrošni material, ki smo ga uporabili pri eksperimentalnem 
delu. Po priporočilu proizvajalca inštrumenta smo se izogibali steklovini in plastiki za 
večkratno uporabo, saj bi lahko ostanki detergentov, ki se jih uporablja za čiščenje, vplivali 
na rezultate analiz.  
Preglednica II: Uporabljen potrošni material 
Potrošni material Proizvajalec 
Čip Protein Express PerkinElmer  
Čip Protein Clear 
* Filtri za centrifugiranje gel matriksa 
*Viale za označevalec velikosti 
*Viale za pufer za spiranje 
*Čistilna krpa za detekcijsko okno čipa 
*Palčke za čiščenje elektrod na inštrumentu 
PerkinElmer  
Mikrotitrska plošča s 96 jamicami (MP) 
- »Popolnoma obdana« (ang. skirted; zunanji rob MP do tal)  
- »Delno obdana« (ang. semi-skirted; zunanji rob MP 8mm nad 
tlemi) 
 
Eppendorf  
 
Eppendorf 
Folija za tesnjenje plošče Eppendorf 
Folija z luknjicami za tesnjenje plošče (X-Pierce film) Sigma-Aldrich 
Mikrocentrifugirke z nizko vezavo proteinov: 0,5, 1,5 ali 2,0 ml Eppendorf 
Nastavki za pipete različnih volumnov Sartorius 
* Material se dobi v kompletu s čipom in ga ni mogoče dobiti posebej 
3.3 OPREMA IN PROGRAMSKA OPREMA 
Za pripravo vzorcev, izvajanje analiz in obdelavo podatkov smo uporabili različno opremo, 
ki je navedena v preglednici III.  
Preglednica III: Uporabljena oprema in programska oprema 
Oprema in programska oprema Proizvajalec Tip/model/verzija 
LabChip GXII (inštrument) PerkinElmer LabChip GXII System 
LabChip GXII Touch (inštrument) PerkinElmer LabChip GXII Touch HT 
Protein Characterization 
System 
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Oprema in programska oprema Proizvajalec Tip/model/verzija 
LabChip GXII (programska oprema) 
V sklopu sistema LabChip GXII 
PerkinElmer 4.2.1747.0 
LabChip GXII Reviewer (programska 
oprema) 
V sklopu sistema LabChip GXII Touch 
PerkinElmer 5.4.222.0 
LabChip GXII Touch (programska oprema) PerkinElmer 1.6.721.0 SP1 
Empower 3  
Programska oprema za obdelavo podatkov 
Waters Build 3471 
Termomešalo s stojalom za MP s 96 jamicami 
in grelnim pokrovom 
Eppendorf Termomixer® C + ThermoTop 
Mikrocentrifugirka Eppendorf MiniSpin® plus 
Centrifuga za MP s 96 jamicami Eppendorf Centrifuge 5415 R 
Rotacijsko mešalo Velp Scientifica Wizard IR Infrared Vortex 
Mixer 
pH meter Metrohm Methrohm 780 
Pipete Biohit mLine® Single Channel 
Manual Pipette 
Tehtnica Mettler Toledo XP205 DeltaRange® 
XP26 DeltaRange® 
Elektronska pipeta Biohit eLine® single channel 
electronic pippetor (10-300µL) 
Multikanalna elektronska pipeta Biohit eLine® multichannel 
electronic pippetor (10-300µL) 
Robotski sistem za pripravo vzorcev Tecan Tecan Freedom Evo 200 
Vakuumska črpalka Millipore Chemical Duty Pump, 220 V/50 
Hz 
3.4 VZORCI 
Pri razvoju in potrjevanju nove metode smo uporabili 5 terapevtskih proteinov. Od tega sta 
bila dva iz podrazreda IgG1 ter po eden iz podrazredov IgG2 in IgG4. Uporabili smo tudi en 
fuzijski protein s proteinsko podenoto vezano na Fc domeno protitelesa IgG. Vsi uporabljeni 
proteini so bili izdelani s tehnologijo rekombinantne DNA in so bili predhodno ustrezno 
prečiščeni v procesu čiščenja (ang. »downstreaming«). Vzorci bodo v nadaljevanju 
poimenovani po podrazredu v katerega spadajo (IgG1, IgG2, IgG4 in FP). Protitelesi iz 
podrazredov IgG1 bomo ločili z malimi črkami »a« in »b«. 
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3.5 PRIPRAVA RAZTOPIN IN PUFROV 
Vse raztopine in pufri so bili pripravljeni s prečiščeno vodo. Za pripravo ultra čiste vode smo 
uporabili sistem MilliQ® Advantage A10 proizvajalca Millipore. V preglednici IV so 
navedene vse raztopine, ki smo jih uporabili, in njihova priprava. 
Preglednica IV: Uporabljene raztopine in njihova priprava 
Raztopina Priprava 
Pufer za vzorce 
20 mM natrijev fosfat (Na-P) 
Raztopina 1: Raztopi 34,50 g  NaH2PO4 *H2O v 500 ml 
prečiščene vode. 
Raztopina 2: Raztopi 22,25 g Na2HPO4*2H2O v 250 ml 
prečiščene vode. 
Dodaj raztopino 2 k raztopini 1, dokler ni dosežen pH 6.0. 
Dobimo založno raztopino s koncentracijo 500 mM. 
K 20 ml založne raztopine dodaj 480 ml prečiščene vode. 
Prefiltriraj skozi filter velikosti 0,22 µl. 
Pufer se hrani na temperaturi 2-8 °C do 6 mesecev. 
Raztopina aprotinina 
1 mg/ml aprotinina v prečiščeni vodi 
Popolnoma raztopi 10 mg aprotinina v 10 ml prečiščene 
vode. Nato pripravi alikvote ustreznih volumnov (600 µL) 
in te hrani na temperaturi ≤ -60 °C. 
DTT (založna raztopina) 
2 M raztopina 
Popolnoma raztopi 1 g DTT v 3,24 ml prečiščene vode.  
Nato pripravi alikvote ustreznih volumnov (25 µl) in te 
hrani na temperaturi ≤ -60 °C. 
Reducirajoča raztopina z DTT 
Pufer za vzorce HT Protein Express/Clear 
z 2 M DTT 
Zmešaj 2 M raztopino DTT s  pufrom za vzorce HT Protein 
Express/Clear v razmerju 1:57.  
Pripravljena raztopina je občutljiva na svetlobo. 
IAM (založna raztopina) 
250 mM raztopina 
Popolnoma raztopi 46 mg IAM v 1 ml prečiščene vode.  
Nato pripravi alikvote ustreznih volumnov (100 µL) in te 
hrani na temperaturi ≤ -60 °C. 
Alkilirajoča raztopina IAM 
Pufer za vzorce HT Protein Express/Clear  
z 250 mM IAM 
Zmešaj 250 mM raztopino IAM s pufrom za vzorce HT 
Protein Express/Clear v razmerju 1:10. 
Pripravljena raztopina je občutljiva na svetlobo. 
NEM (založna raztopina) 
10 mM raztopina 
Popolnoma raztopi 4,68 mg NEM v 3,75 ml prečiščene 
vode. Nato pripravi alikvote ustreznih volumnov (50 µL) in 
te hrani na temperaturi ≤ -60 °C. 
Alkilirajoča raztopina NEM 
Pufer za vzorce HT Protein Express/Clear  
z 10 mM NEM 
Zmešaj 10 mM raztopino NEM s pufrom za vzorce HT 
Protein Express/Clear v razmerju 1:17,5. 
Reducirajoča raztopina z 2-ME 
 
Zmešaj 2-ME s pufrom za vzorce HT Protein Express/Clear 
v razmerju 7:200. 
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3.6 PRIPRAVA ČIPA 
Komplete reagentov/raztopin hranimo na temperaturi od 2 do 8 °C, zato jih je potrebno pred 
uporabo temperirati na sobni temperaturi vsaj 30 min. Raztopino barvila iz kompleta HT 
Protein Clear hranimo na temperaturi ≤ -20 °C in ga je pred uporabo prav tako potrebno 
temperirati 30 minut na sobni temperaturi. Raztopina barvila je občutljiva na svetlobo, zato 
je nismo predolgo izpostavljali svetlobi. Gel je zelo viskozen, zato smo pri rokovanju z njim 
uporabili reverzno pipetiranje, da smo zmanjšali napako pipetiranja in se hkrati izognili 
nastanku neželenih mehurčkov. Podrobnejša priprava posamezne raztopine za pripravo čipa 
je navedena v preglednici V. 
Preglednica V: Raztopine, ki so potrebne za pripravo čipa, in njihova priprava 
 
 
Raztopina Priprava 
Raztopina gela in barvila 280 µL Gel Matriksa prenesi v zgornjo košarico filtra za 
centrifugiranje gel matriksa in dodaj 10,7 µL raztopine 
barvila. Zapri filter in obrnjenega premešaj na rotacijskem 
mešalu, dokler se barvilo in gel popolnoma ne zmešata 
(približno 20 sekund). Raztopino gela in barvila 
centrifugiraj 5 min pri sobni temperaturi na 9300 RCF.  
Raztopina gela za razbarvanje Prenesi 180 µL Gel Matriksa v zgornjo košarico spin filtra. 
Centrifugiraj gel 5 min pri sobni temperaturi na 9300 RCF. 
Označevalec velikosti (PL) 
(komplet HT Protein Express)  
Združi obe viali PL iz kompleta v 0,5 ml 
mikrocentrifugirko, jo zapri in inkubiraj 5 min pri 95 °C. Po 
inkubaciji počakaj, da se PL ohladi na sobno temperaturo. 
Prenesi 120 µL prečiščene vode v epruveto za PL. Dodaj 12 
µL označevalca velikosti in s pipeto dobro premešaj. Vstavi 
PL epruveto v prostor, ki je temu namenjen v inštrumentu 
LabChip. 
Označevalec velikosti (PL)  
(komplet HT Protein Clear) 
Prenesi 150 µL prečiščene vode v epruveto za PL. Dodaj 15 
µL označevalca velikosti in s pipeto dobro premešaj. Vstavi 
PL epruveto v prostor, ki je temu namenjen v inštrumentu 
LabChip. 
Pufer za spiranje Dodaj 750 µL pufra za spiranje v epruveto za pufer. Vstavi 
epruveto v prostor, ki je temu namenjen v inštrumentu 
LabChip. 
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Posamezen čip se pred prvo uporabo hrani na temperaturi od 2 do 8 °C, zato ga je potrebno 
pred uporabo temperirati na sobni temperaturi vsaj 30 min. Nato ga nekajkrat speremo s 
pomočjo vakuumske črpalke in prečiščene vode. Iz jamic na čipu posesamo vso vodo in jih 
napolnimo z reagenti (slika 6 B):  
- v jamico 4 dodamo 50 µL spodnjega označevalca iz kompleta;  
- v jamici 2 in 9 dodamo 50 µL pripravljene raztopine gela za razbarvanje;  
- v jamice 3,7 in 8 dodamo 50 µL raztopine gela z barvilom;  
- v jamico 10 dodamo 75 µL raztopine gela z barvilom.  
Pripravljen čip zadošča za analizo vsaj stotih vzorcev. 
 
Slika 6: A) Pozicija epruvet za PL in pufra za spiranje v sistemu LabChip GXII Touch in B) priprava čipa (povzeto 
po 45) 
3.6.1 Priprava standarda VeriMab 
Standard VeriMab se pripravi tako, da v katerokoli jamico na mikrotitrski plošči dodamo 35 
µL alkilirajoče raztopine IAM ali NEM pripravljene pod točko 3.5. Tej raztopini dodamo 5 
µL standarda VeriMab iz kompleta HT Protein Clear Reagent. Mikrotitrsko ploščo 
prelepimo s samolepilno folijo in centrifugiramo 1 min pri 1300 RCF. Ploščico nato 
inkubiramo 10 min pri 70 °C, čemur sledi 20-minutno hlajenje ploščice na sobni temperaturi 
v temi. Ko se ploščica z vzorcem popolnoma ohladi, jo ponovno centrifugiramo 1 minuto 
pri 1300 RCF, dodamo 70 µL prečiščene vode, dobro premešamo s pomočjo pipete in 
vstavimo v sistem. V aplikaciji lahko nato zaženemo kalibracijo čipa in se med kalibracijo 
lotimo priprave vzorcev. 
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3.7 PRIPRAVA VZORCEV 
Vsi vzorci so bili tekom razvoja metode redčeni z 20 mM natrijevim fosfatnim pufrom do 
koncentracije 1 mg/ml. V sklopu potrditve metode so bili vsi vzorci redčeni s prečiščeno 
vodo do ustrezne koncentracije (1 mg/ml, če ni drugače navedeno). Spodaj opisani postopek 
priprave vzorcev je končni optimiziran postopek. Posamezne spremembe pri razvoju metode 
so opisane pri posameznem podpoglavju eksperimentalnega dela. 
- Za vsak vzorec, pripravljen pod nereducirajočimi pogoji, smo napolnili posamezno 
jamico na MP s 35 µL alkilirajoče raztopine NEM (če ni drugače navedeno), 
pripravljene pod točko 3.5. 
- Za vsak vzorec, pripravljen pod reducirajočimi pogoji, smo napolnili posamezno 
jamico na MP s 35 µL reducirajoče raztopine DTT (če ni drugače navedeno), 
pripravljene pod točko 3.5 
- K reducirajoči oz. alkilirajoči raztopini na ploščici smo nato dodali 5 µL vzorca, 
redčenega na ustrezno koncentracijo. Ko so bili na MP dodani vsi želeni vzorci, smo 
ploščico prekrili s samolepilno folijo in centrifugirali 1 min pri 1300 RCF.  
- Ploščico smo nato inkubirali 10 min pri 70 °C (če ni drugače navedeno). Inkubaciji 
v termobloku je sledilo hlajenje MP z vzorci na sobni temperaturi v temnem prostoru. 
- Ploščico z vzorci smo ponovno centrifugirali 1 minuto pri 1300 RCF, da smo spravili 
vso tekočino na dno jamice. Nato smo v vsako jamico dodali 70 µL prečiščene vode. 
Ploščico smo ponovno centrifugirali 1 min pri 1300 RCF, da smo se znebili 
morebitnih vodnih mehurčkov, ki bi lahko vplivali na kakovost detekcije. 
- Preden smo ploščico vstavili v sistem, smo odstranili samolepilno folijo in MP 
prelepili s folijo z luknjicami za tesnjenje plošče.   
3.7.1 Priprava slepega vzorca 
Vsaki analizi vzorcev smo dodali tudi najmanj dva slepa vzorca, s čimer smo preverili, da 
medij za redčenje vzorcev (natrij fosfatni pufer oziroma prečiščena voda) ni kontaminiran. 
Slepe vzorce smo pripravili na enak način kot ostale vzorce, le da smo v tem primeru 
namesto raztopine proteina dodali enako količino (5 µL) raztopine za redčenje vzorcev. 
Slepe vzorce smo vedno injicirali na začetku, pred injiciranjem vzorcev. V določenih 
primerih smo slepe vzorce na MP dodali tudi med posameznimi vzorci, s čimer smo želeli 
preveriti ali morda prihaja do prenosa (kontaminacije) vzorcev med posameznimi jamicami 
na MP. 
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3.8 EKSPERIMENTALNO DELO 
Pri CE-SDS fragmenti proteinov potujejo mimo detektorja z različnimi hitrostmi. Večji 
fragmenti potujejo počasneje, zaradi česar so njihovi vrhovi na elektroferogramih bolj 
razpotegnjeni. Manjši deli molekul potujejo hitreje, zaradi česar so vrhovi le-teh ožji. Ta 
pojav vpliva na rezultate, zaradi česar je potrebno vpeljati nov način vrednotenja vrhov. To 
enostavno rešimo tako, da površine vrhov delimo z migracijskim časom le-teh, s čimer 
dobimo časovno korigirane površine vrhov (ang. »time corrected area«, TCA). Mi smo 
poleg takšnega načina vrednotenja rezultatov, predvsem pri razvoju metode, izvajali tudi 
vizualni pregled dobljenih odzivov.  
3.8.1 Razvoj metode  
3.8.1.1 Alkilacija 
Proizvajalec sistemov priporoča pripravo standarda VeriMab in nereduciranih vzorcev z 
IAM. Testirali smo, če je možno ta standard pripraviti tudi z NEM po postopku, opisanem 
pod točko 3.6.1, saj smo želeli za pripravo vzorcev in standarda VeriMab uporabiti enak 
alkilirajoči agens. Nato smo primerjali profile elektroferogramov vzorcev pripravljenih z 
IAM in NEM, inkubiranih pod enakimi pogoji (10 min pri 70 °C). Pri pripravi vzorcev in 
standarda VeriMab z NEM smo tudi znižali temperaturo inkubacije na 40 °C. Pripravili smo 
dve različni koncentraciji NEM in sicer takšno, da je bila končna koncentracija NEM v 
pripravljenem vzorcu približno 0,5 mM in 1 mM. 0,5 mM raztopino NEM smo dobili s 
pripravo, opisano v točki 3.5, medtem ko smo za 1 mM raztopino zmešali založno raztopino 
NEM s pufrom za vzorce HT Protein Express v razmerju 1 : 8,75.   
3.8.1.2 Redukcija 
Pri optimizaciji redukcije smo primerjali učinkovitost dveh reducentov. Poleg DTT, ki ga 
priporoča proizvajalec sistema, smo testirali tudi 2-ME. Vzorce monoklonskih protiteles in 
FP smo pripravili po postopku opisanem v točki 3.7., testirali pa smo tudi vpliv 2-kratne 
koncentracije DTT. Pri inkubaciji vzorcev pri 70 °C smo testirali podaljšan čas iz 10 na 15 
min. Testirali smo tudi vpliv mešanja med inkubacijo pri 600 RPM za 10 min. Zaradi želje 
po uporabi manjšega števila kemikalij za posamezno analizo smo testirali, ali je v primeru 
analize pod reducirajočimi pogoji možna priprava standarda VeriMab z DTT namesto IAM, 
kot to priporoča proizvajalec. 
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3.8.1.3 Identifikacija vrhov 
S pomočjo že omenjenega sistema za kapilarno elektroforezo smo želeli identificirati 
posamezne vrhove, ki jih dobimo na elektroferogramu. To smo izvedli tako, da smo poleg 
nereduciranih in reduciranih vzorcev, pripravili še delno reducirane in deglikozilirane 
vzorce. Delno redukcijo smo izvedli tako, da smo vzorce reducirali s 5% in 10% raztopino 
DTT. Deglikozilacija je bila izvedena s kompletom InstantPC, v katerem se nahaja encim, 
ki odstrani glikane vezane na protein. Pri pripravi deglikoziliranih vzorcev smo sledili 
postopku, ki ga predpisuje proizvajalec tega kompleta. Na začetku smo 20 µL vzorca dodali 
2 µL denaturanta Gly-X, ki je del kompleta. Sledila je 3-minutna inkubacija pri 90 °C. Nato 
smo dodali 2 µL N-glikanaze in inkubirali 5 min pri 50 °C. Po inkubaciji smo vzorce 15 min 
ohlajali na sobni temperaturi. Nato smo jih redčili na 1 mg/ml in nadaljevali po postopku 
opisanem pod točko 3.7. S pomočjo literature, velikosti posameznih fragmentov in 
primerjave profilov elektroferogramov smo nato poskusili identificirati posamezen vrh 
elektroferograma.  
3.8.2 Potrditev metode 
Biološke molekule se zaradi svoje kompleksne zgradbe različno obnašajo med analizo, zato 
je potrebno razvito metodo potrditi za vsako molekulo posebej. S potrditvijo metode 
zagotovimo, da analitski postopek ustreza zahtevam za predvideno uporabo. Na primeru več 
različnih protiteles IgG smo preverili ali je metoda linearna, točna, ponovljiva in robustna. 
Poleg tega smo potrdili najnižjo mejo za kvantifikacijo (LOQ) in čas stabilnosti pripravljenih 
vzorcev. Kriterije za posamezen test smo postavili na podlagi prehodnih izkušenj in različnih 
smernic, usklajenih na ravni mednarodne konference o harmonizaciji in s strani regulativnih 
organov. Pri potrjevanju metode smo vse vzorce pripravili po postopku, opisanem v točki 
3.7. 
3.8.2.1 Meja kvantifikacije  
Meja kvantifikacije smo določili na vseh izbranih monoklonskih protitelesih. Za reducirane 
pogoje smo vzorce redčili z raztopino aprotinina na 0,0042 mg/ml, tako da je bila 
koncentracija aprotinina v tej raztopini 0,87 mg/ml. Za nereducirajoče pogoje smo vzorce 
redčili z raztopino aprotinina na 0,005 mg/ml, kjer je bila koncentracija aprotinina v raztopini 
0,86 mg/ml. Vsak vzorec mAb-a smo nato nadalje pripravili v šestih paralelah po postopku 
opisanem v točki 3.7. 
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Mejo kvantifikacije je možno določiti na več načinov. Pri testiranju naše metode smo LOQ 
določili na način, ki temelji na podlagi razmerja med signalom in šumom (enačba 1), saj to 
za metode kapilarne elektroforeze predpisujeta tudi evropska in ameriška farmakopeja. To 
razmerje se določi tako, da se primerja višino signala pri vzorcu z znano nizko koncentracijo 
in šum slepega vzorca. V tem primeru mora biti to razmerje vsaj 10:1. Hkrati mora biti 
odstotek relativne standardne deviacije (RSD) za TCA vrha vseh šestih meritev manjši ali 
enak 30%, da se zagotovi ponovljivost dobljenega rezultata. Limito kvantifikacije določamo 
zato, ker je to najnižja koncentracija, ki zagotavlja zanesljivo kvantifikacijo. 
𝑆/𝑁 =
2𝐻
ℎ
     Enačba 1 
S/N – razmerje med signalom in šumom; H – višina izbranega vrha pri LOQ raztopini; h – 
višina med najnižjo in najvišjo točko šuma slepega vzorca. 
3.8.2.2 Linearnost in točnost 
Analitska metoda je linearna, kadar so pridobljeni rezultati znotraj danega območja, ki je 
direktno sorazmeren koncentracijam analita v vzorcu. Po navadi se to območje določi z 
linearno regresijo izmerjenih vrednosti (npr. površine vrha) proti znanim vrednostim (npr. 
koncentracije vzorca). Analitska metoda mora biti linearna, saj lahko le tedaj dobljenemu 
rezultatu z gotovostjo pripišemo pravilno izmerjen rezultat, npr. delež fragmenta protitelesa 
v vzorcu.  
Linearnost in točnost metode smo določali na vseh petih izbranih proteinih. Pri 
nereducirajočih pogojih smo uporabili 6 različnih koncentracij, ki smo jih enakomerno 
razporedili v območju od potrjenega LOQ do 125% nominalne koncentracije vzorca. Vzorce 
smo do izbranih končnih koncentracij redčili s prečiščeno vodo. Dobljene rezultate smo 
ovrednotili s pomočjo linearne regresije, kjer smo izračunali tudi presečišče z osjo y, naklon 
krivulje (enačba 2) in korelacijski koeficient (R). Slednjega smo izračunali s pomočjo 
Excelove formule »CORREL«. Za izračun presečišča z osjo y smo uporabili enačbo 3.  
𝑦 = 𝑘𝑥 + 𝑛     Enačba 2 
𝑧 =
𝑛
𝑇𝐶𝐴(100%)
𝑥 100      Enačba 3 
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y – Časovno korigirana površina vrha (TCA); k – naklon premice; x – koncentracija vzorca; 
n – presečišče z ordinato; z – odstotek presečišča z ordinato glede na izračunano presečišče 
pri nominalni koncentraciji vzorca  
Metoda je linearna, ko je presečišče z osjo y ≤ 5% od vrednosti, izračunane za nominalni 
nanos, in R ≥ 0,98. Točnost metode predstavlja bližino izmerjene vrednosti s sprejeto 
referenčno vrednostjo. Za zagotovitev točnosti metode je kriterij za presečišče z osjo y 
nekoliko strožji, in sicer mora biti ta vrednost ≤ 1% od vrednosti, izračunane za nominalni 
nanos. 
3.8.2.3 Ponovljivost 
Ponovljivost metode nam poda rezultat meritev, ki jih izvede ista oseba na istih molekulah 
pod enakimi pogoji ter na istem sistemu v kratkem časovnem obdobju. Metoda ja ponovljiva, 
kadar so zagotovljeni naslednji kriteriji: 
- %TCA vrha ≤ 0,5% glavnega vrha; RSD ≤ 40% (n = 6) 
- %TCA vrha ≥  0,5% glavnega vrha; RSD ≤ 17% (n = 6) 
- Glavni vrh; RSD ≤ 5% (n= 6) 
Test ponovljivosti smo izvedli na vseh 4 monoklonskih protitelesih. Eksperiment smo 
izvedli tako, da smo posamezen protein redčili s prečiščeno vodo do koncentracije 1 mg/ml. 
Od tu naprej smo vse vzorce pripravili 6-krat. Za posamezno molekulo smo iz dobljenih 
rezultatov za %TCA izračunali RSD med 6 vrednostmi posameznega vrha ali skupine vrhov, 
ki nas zanimajo.  
3.8.2.4 Stabilnost vzorcev 
Ocena stabilnosti vzorcev ima pomembno vlogo med testiranjem metode, saj je potrebno 
zagotoviti, da so vzorci stabilni pri pogojih separacije vsaj toliko časa, kot je najdaljši možni 
čas analize. Poleg tega nam daljša stabilnost vzorcev lahko olajša delo, saj v primeru potrebe 
po ponovni analizi vzorcev ni potrebno pripraviti znova. Testiranje stabilnosti vzorcev smo 
razdelili na tri aktivnosti, in sicer: 
a) vrednotenje pogojev shranjevanja redčenih vzorcev pred analizo 
b) ocena stabilnosti v celoti pripravljenih vzorcev, ki čakajo na analizo 
c) ocena stabilnosti pripravljenih vzorcev vsaj za čas trajanja analize 
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Najprej smo testirali stabilnost vzorcev mAb, redčenih na 1 mg/ml pri temperaturi med 2-8 
°C. Vsakih 24 ur smo iz istih izhodiščnih vial mAb pripravili nove redčitve 1 mg/ml s 
prečiščeno vodo in jih shranili pri temperaturi 2-8 °C. Nato smo po 48 urah vzorce stare 0, 
24 in 48 ur nadalje pripravili po postopku opisanem pod točko 3.7 in analizirali vse v isti 
analizi. Pred nadaljnjo pripravo smo pripravljene vzorce najprej temperirali 30 minut na 
sobni temperaturi in jih nato za 1 minuto premešali pri hitrosti 900 RPM, da smo dobili 
homogeno raztopino. Mikrotitrsko ploščico smo pred vstavitvijo v sistem centrifugirali 1 
minuto pri 1300 RCF, da smo se znebili morebitnih mehurčkov, ki bi lahko nastali med 
mešanjem. 
V nadaljevanju nas je zanimalo koliko časa so lahko vzorci, pripravljeni po postopku 
opisanem pod točko 3.7, shranjeni na temperaturi 2-8 °C, da bodo rezultati primerljivi s 
sveže pripravljenimi vzorci. Pri tem smo uporabili vsa 4 monoklonska protitelesa. 
Mikrotitrsko ploščico smo po analizi (sveže pripravljeni vzorci, t=0 h) shranili na omenjeno 
temperaturo in na vsakih 24 ur ploščico ponovno dali na sobno temperaturo za 30 min, 
premešali za 1 minuto na 900 RPM, centrifugirali 1 minuto pri 1300 RCF ter ponovno 
analizirali. Po analizi smo MP z vzorci ponovno shranili na temperaturo od 2 °C do 8 °C. 
Vzorce smo tako pomerili pri časih 0, 24 in 48 ur od njihove priprave. S takim načinom 
testiranja smo zagotovili enake pogoje, kot bi bili v primeru potrebe po ponovni analizi 
vzorcev.  
Testirali smo tudi stabilnost pripravljenih vzorcev za analizo, ki so vstavljeni v inštrument. 
Test smo izvedli na vseh molekulah. Vzorce smo pripravili po postopku opisanem pod točko 
3.7. Stabilnost smo testirali tako, da smo vzorce analizirali takoj po pripravi ter eno, dve in 
tri ure po pripravi. Med posameznimi analizami vzorcev nismo vzeli iz inštrumenta. 
Stabilnost vzorcev lahko potrdimo, če so zagotovljeni naslednji pogoji (primerjava glede na 
referenčni pogoj oz. t=0):  
- %TCA vrha < 2,0% glavnega vrha ; absolutna razlika ≤ 0,2%  
- %TCA vrha ≥  2,0% glavnega vrha ; relativna razlika ≤ 10%  
- Glavni vrh ; absolutna razlika ≤ 1,5%  
3.8.2.5 Robustnost 
Med razvojem metode je potrebno oceniti tudi njeno robustnost na spremembe, do katerih 
lahko pride tako pri pripravi vzorcev kot pri sami analizi na sistemu. Parametri testiranja 
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robustnosti so odvisni od metode, ki se razvija. V kolikor se izkaže, da je metoda občutljiva 
na določen parameter, je to potrebno izrecno navesti v postopku, po katerem se bo metoda 
kasneje izvajala.  
Robustnost smo preverili na vseh štirih monoklonskih protitelesih. Pri testiranju robustnosti 
smo preverili ali starost čipa vpliva na rezultate analize. To smo naredili tako, da smo sveže 
pripravljene vzorce analizirali z novim čipom in po enemu mesecu, ko se je čip uporabil za 
približno 300 injiciranj. Prav tako smo preverili ali obstaja razlika med različnimi serijami 
čipov. Preverili smo tudi robustnost na temperaturo in čas inkubacije in sicer tako, da smo 
izvedli analize pri naslednjih pogojih opisanih v preglednici VI. 
Preglednica VI: Pogoji pri testiranju robustnosti inkubacije 
Temperatura (°C) Čas inkubacije 
(min) 
70 5 
70 10 
70 15 
67 5 
67 10 
67 15 
73 5 
73 10 
73 15 
 
Na koncu smo preverili še pripravo vzorcev molekul IgG1a in IgG2 na robotskem sistemu 
Tecan Freedom Evo 200, pri čemer smo uporabili enake kemikalije in pogoje inkubacije kot 
pri ročni pripravi. Poleg »popolnoma obdane« MP smo uporabili tudi »delno obdano« MP 
(glej preglednico II), saj se je le slednja prilegala enemu od izbranih inkubatorjev, ki jih 
ponuja robotski sistem. Pri robotskem sistemu smo testirali dva različna inkubatorja. Prvi 
inkubator, kjer inkubacija poteka v temi, greje vzorce le na spodnji strani ploščice, kjer se ta 
stika z dnom inkubatorja. Zaradi zagotovitve ustreznega dovoda toplote do celotne količine 
vzorca v vsaki jamici ploščice smo testirali še drugi inkubator, kjer grelec popolnoma obda 
posamezno jamico ploščice. Slednji način inkubacije vzorcev namreč uporabljamo tudi pri 
ročni pripravi vzorcev. Dobljene rezultate vzorcev, pripravljenih z robotom, smo primerjali 
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z ročno pripravljenimi vzorci. Robustnost metode lahko potrdimo, kadar so za posamezni 
test zagotovljeni kriteriji, ki so navedeni pod točko 3.8.2.4 Stabilnost vzorcev. 
3.8.1 Primerjava razvite metode s konvencionalno CE-SDS 
Primerjavo med kapilarno gelsko elektorforezo visoke zmogljivosti in konvencionalno CE-
SDS smo izvedli na vseh petih proteinskih vzorcih. Ti vzorci so bili v preteklosti že 
analizirani s CE-SDS, zato smo rezultate za primerjavo vzeli iz preteklih analiz. Naprava, ki 
se je uporabila za analize CE-SDS, je PA 800 Plus proizvajalca Beckman Coulter. Na tem 
sistemu je možnost nastavitev instrumentalnih parametrov večja v primerjavi s sistemom 
LabChip GXII (Touch). Tako lahko pri različnih molekulah uporabljamo nekoliko drugačne 
nastavitve. Postopki za pripravo vzorcev na tej metodi so bili posebej optimizirani za 
vsakega od testiranih proteinov, kar pomeni, da se postopki za pripravo vzorcev različnih 
molekul nekoliko razlikujejo. V nadaljevanju je opisan okviren postopek priprave vzorcev 
za konvencionalno CE-SDS, kjer vzorce najprej redčimo s prečiščeno vodo na enako začetno 
koncentracijo (5-6 mg/ml). 
Za pripravo nereduciranih vzorcev uporabljamo NEM. Tega zmešamo s 50 mM acetatnim 
pufrom, ki vsebuje 1 % SDS. Njegov pH z 1M klorovodikovo kislino umerimo na 5,5. 
Acetatni pufer zmešamo z NEM v razmerju 15:1. To mešanico nadalje uporabimo za 
redčenje vzorca na 1 mg/ml, kjer vzorec in pripravljen pufer zmešamo v razmerju 1:4 Sama 
inkubacija tako pripravljenih vzorcev poteka pri 40 °C 5 minut. Po inkubaciji vzorce takoj 
postavimo na temperaturo 2 do 8 °C za 5 do 10 min.  
Pri pripravi reduciranih vzorcev pri konvencionalni CE-SDS uporabljamo 2-ME. Reducent 
zmešamo s 50 mM Tris pufrom z 1 % SDS in umerimo na pH 9,0. Tris pufer in 2-ME 
zmešamo v razmerju 15:1. Vzorce podobno kot pri alkilaciji nato s pufrom redčimo na 1 
mg/ml, kjer vzorec in pripravljen pufer zmešamo v razmerju 1:4. Inkubacija poteka 10 minut 
pri 70 °C. Po inkubaciji vzorce postavimo na temperaturo 2 do 8 °C za 5 do 10 minut.  
Pri analizi vzorcev s CE-SDS uporabljamo kapilare premera 50 µm, ki so dolge 30 cm. 
Zajemanje vzorca poteka elektroforetsko. Čas separacije posameznega vzorca je 30 minut. 
Pri molekuli IgG1a zajemanje vzorca poteka pod tlakom, čas separacije pa je skrajšan na 15 
minut. Detekcija poteka s pomočjo UV detektorja pri valovni dolžini 214 nm. Pri pripravi 
različnih molekul obstajajo tudi druge manjše razlike, ki niso omenjene.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
Iz slike 7 je razviden običajen izgled elektroferograma posnetega na sistemu LabChip GXII 
(Touch). Sistemske vrhove in LM je potrebno izvzeti iz preračunov %TCA vrhov 
terapevtskega proteina, zato bo v nadaljevanju prikazan le odziv posnetka elektroferograma 
terapevtskega proteina ali del njega. Tako bo tudi lažje predstaviti manjše vrhove, ki se v 
celotni sliki elektroferograma ne vidijo.  
 
Slika 7: Tipičen elektroferogram monoklonskega protitelesa, pripravljenega pod nereducirajočimi pogoji, 
pridobljen na sistemu LabChip GXII (Touch) 
4.1 RAZVOJ METODE 
Pred zagonom analize moramo v aplikaciji izbrati metodo, s katero bodo vzorci analizirani. 
Metoda določa pogoje ločbe, kot so podtlak, pod katerim se vzorec posrka v kapilaro ali 
napetost, pod katero poteka ločba v separacijskem kanalu. Pri razvoju smo se osredotočili 
na novo metodo, ki jo je predstavil proizvajalec instrumenta, saj naj bi ta med drugim 
omogočala tudi manjšo variabilnost med analizami. Variabilnost naj bi se zmanjšala na račun 
dodatnega koraka kalibracije čipa glede na standard VeriMab. To sicer nekoliko podaljša 
čas posamezne analize. Prav tako je sama ločba posameznega vzorca pri novi metodi za 20 
sekund daljša. Ocenili smo, da je kljub daljšemu času analiz, vredno optimizirati to metodo, 
saj je manjša variabilnost med analizami toliko bolj zaželena. 
4.1.1 Alkilacija 
Z inkubacijo pri 70 °C smo dobili podobne rezultate za oba uporabljena alkilanta. NEM se 
je izkazal kot nekoliko boljši alkilant, saj sta se pri uporabi le-tega pri molekulah IgG2 in 
IgG4 zmanjšala vrha označena s puščico na sliki 8, kar pomeni, da se z uporabo NEM ustvari 
manj fragmentov. Kot kaže IAM pri višjih temperaturah pri nekaterih vzorcih ustvari 
dodatno fragmentacijo, zaradi česar bi težko ocenili kolikšen delež fragmentov pripada 
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vzorcu in koliko fragmentov je posledica priprave vzorca. Poleg tega vemo, da je optimalno 
pH območje delovanja NEM med 6,5 in 7,5 (47), medtem ko se delovanje IAM ojača z 
višanjem pH. Le-to za tiolne skupine doseže optimum pri pH približno 9 (48). Pufer, ki ga 
uporabljamo pri tej metodi za pripravo alkilirajoče raztopine, ima pH 7,2. Tako je v našem 
primeru NEM boljša izbira, saj je delovanje le-tega pri teh pogojih optimalnejše v primerjavi 
z IAM. 
 
Slika 8: A) Molekuli IgG2 in B) IgG4 pripravljeni z različnima alkilantoma 
Iz praktičnih razlogov smo testirali, ali je možno standard VeriMab pripraviti z NEM, saj bi 
se s tem izognili uporabi dodatne kemikalije pri pripravi vzorcev. Tako smo pri pripravi tega 
standarda uporabili 10 mM NEM namesto 250 mM IAM, kot to predpisuje proizvajalec. 
Kalibracija čipa je bila tudi pri takšni pripravi uspešna, čistost standarda pa je bila primerljiva 
s pripravo, ki jo predpisuje proizvajalec. Na podlagi rezultatov in uspešno izvedene 
kalibracije smo zaključili, da je NEM primerna alternativa za IAM. Pri pripravi standarda 
 
33 
  
VeriMab z NEM se kaže celo nekoliko boljša ločljivost med vrhovi, kar se dobro pokaže na 
primeru molekule IgG4 (slika 9). Zaželeno je, da so vrhovi med seboj ločeni čim bližje bazne 
linije. Kadar vrhovi niso popolnoma ločeni med seboj, lahko pride do podcenitve ali 
precenitve %TCA vrhov. Med različnima koncentracijama NEM razlik ni bilo, zaradi česar 
smo se odločili, da bomo nadalje uporabljali 0,5mM koncentracijo, saj je s tem poraba 
kemikalije manjša. 
 
Slika 9: Elektroferogram za IgG4 posnet s kalibracijo čipa, kjer smo standard VeriMab pripravili z  NEM (modra) 
ali IAM (črna) 
Kalibracija čipa je bila uspešna tudi, ko smo standard VeriMab inkubirali pri 40 °C, vendar 
so bili pri teh pogojih inkubacije nekateri profili vzorcev preveč spremenjeni v primerjavi z 
inkubacijo pri 70 °C, da bi lahko zaključili, da so ti pogoji primerni za razvoj generične 
metode. Alkilant zaščiti proste tiolne skupine na cisteinu in tako prepreči tvorbo disulfidnih 
vezi med pripravo vzorca. Spremenjeni profili so lahko posledica tvorbe disulfidnih 
mostičkov, saj pri temperaturi 40 °C alkilant v času desetih minut ne zaščiti vseh prostih 
tiolnih skupin. Za ustrezno delovanje alkilanta pri 40 °C bi morali bistveno podaljšati čas 
inkubacije, kar pri HT metodah ni zaželeno, zato smo nadaljevali optimizacijo metode pri 
70 °C. Nekoliko drugačna struktura proteinov, inkubiranih pri 40 °C, lahko vpliva tudi na 
parametre, ki jih sistem nastavi pri kalibraciji čipa. Instrument poskuša nastaviti čistost 
standarda VeriMab na približno vrednost 10%, s čimer spreminja razmerje razbarvanja, ki 
poteka v separacijskem kanalu na čipu, in aplicirano napetost. V kolikor je struktura 
proteinov v standardu drugačna, lahko sistem drugače nastavi tudi te parametre. 
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4.1.2 Redukcija 
Profili elektroferogramov pri vzorcih, reduciranih z 2-ME, se bistveno ne razlikujejo od 
tistih, kjer smo za redukcijo uporabili DTT (slika 10). Opazili smo predvsem stabilnejšo 
bazno linijo v območju od 0.50 minute naprej pri molekuli IgG4 reducirani z 2-ME ter na 
splošno nižje odzive pri vzorcih, reduciranih z 2-ME. Zaradi večje variabilnosti metode, ki 
jo navaja tudi proizvajalec, sta ti dve razliki lahko slučajni. Na podlagi teh rezultatov in 
močnega vonja 2-ME smo se posledično odločili, da bomo za reduciranje vzorcev v 
nadaljevanju uporabljali DTT.  
 
Slika 10: IgG1a reduciran z 2-ME (črna) in DTT (modra) 
Pri molekulah IgG1a, IgG1b in IgG2 smo opazili še dva dodatna vrhova, ki se pojavita za 
vrhom HC (na sliki 10 označena s puščico), za katera smo predvidevali, da sta posledica 
nepopolne redukcije. Da bi potrdili njun izvor, smo izvedli dodatne eksperimente, saj nas je 
zanimalo, ali z daljšo inkubacijo, višjo koncentracijo DTT ali mešanjem med inkubacijo 
izboljšamo pogoje za redukcijo in odpravimo oba dodatna vrhova. Poleg omenjenih 
sprememb smo po končani redukciji dodali IAM v prečiščeno vodo, namenjeno končni 
redčitvi vzorcev. S tem smo želeli preprečiti morebitno ponovno tvorbo disulfidnih vezi po 
inkubaciji. V okviru tega testiranja smo poskusili vzorce reducirati tudi s TCEP. Končna 
koncentracija tega reducenta v vzorcih je bila 10 mM. Ta koncentracija se je izkazala za 
prenizko, saj smo dobili le delno reducirane vzorce. Kot se je izkazalo, nobena od naštetih 
sprememb ni bila učinkovita. Ker sta omenjena vrha prisotna tudi pri konvencionalni CE-
SDS, je zelo verjetno, da predstavljata fragmenta, ki namesto disulfidne vezi vsebujeta 
tioetersko vez, ki je noben od testiranih reducentov ne more reducirati (49). Pri razvoju 
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metode smo se med drugim skušali čimbolj približati profilu in rezultatom, ki jih dobimo s 
konvencionalno metodo. Ta se namreč uporablja v kasnejših fazah razvoja terapevtskih 
proteinov, zato je pomembno, da sta si metodi po rezultatih čimbolj podobni, zaradi lažjega 
prehoda iz ene metode na drugo. Tukaj je potrebno najti kompromis, da razvita metoda na 
eni strani zazna čim več nečistot prisotnih v vzorcu, po drugi strani pa mora biti čimbolj 
primerljiva konvencionalni, zato v nadaljevanju nismo optimizirali koncentracije TCEP za 
ustrezno (popolno) redukcijo, saj so bili rezultati pridobljeni z redukcijo z DTT v danem 
trenutku zadovoljivi. Poleg tega sta dodatna vrhova, ki se pojavita za vrhom HC, prisotna v 
zelo nizkem odstotku. 
Priprava standarda VeriMab z DTT se je izkazala kot neprimerna, saj kalibracija čipa v tem 
primeru ni bila uspešna. Zaradi redukcije dveh protiteles, ki ju ta standard vsebuje, se profil 
ločbe spremeni do te mere, da aplikacija ne more izračunati čistosti standarda. Tako smo za 
pripravo standarda omejeni na uporabo NEM, tudi kadar se vzorci pripravljajo le pod 
reducirajočimi pogoji.  
4.1.3 Identifikacija vrhov 
Pri posamezni molekuli mAb smo vrhove poskusili določiti s pomočjo delno reduciranih in 
deglikoziliranih vzorcev. Z delno redukcijo je možno določiti fragmente, ki so med seboj 
povezani z disulfidnimi vezmi. Takšni fragmenti so tisti, ki vsebujejo HC verigo ali del nje. 
Pri delno reduciranih vzorcih je torej takih fragmentov več, saj ne pride do popolne redukcije 
vseh disulfidnih vezi v molekulah, ki so prisotne v vzorcu. Na elektroferogramu se to vidi 
kot večji vrh. S pomočjo deglikoziliranih vzorcev je možno določiti vrhove, ki so posledica 
deglikoziliranih fragmentov v vzorcu. Za vrhove, ki se pri deglikoziliranih vzorcih povečajo, 
lahko sklepamo, da so tudi v sicer nativnih vzorcih posledica deglikoziliranih fragmentov.  
Na podlagi podatkov iz literature in pridobljenih podatkov o molekulskih masah vrhov lahko 
z gotovostjo trdimo, da najvišji (glavni) vrh pri vseh vzorcih pripravljenih pod 
nereducirajočimi pogoji predstavlja intaktno protitelo, medtem ko najvišja vrhova pri vseh 
reduciranih vzorcih pripadata LC in HC. Pri identifikaciji ostalih vrhov molekul IgG1 smo 
si pomagali tudi s študijo Oluwarosin O. Dada in sodelavcev (49), ki glede na relativno 
migracijo menijo, da sta prva dva večja vrhova pri nereduciranih molekulah IgG1 odziva LC 
in HC. Ta dva fragmenta se namreč lahko nahajata tudi v nereduciranih vzorcih. V našem 
primeru se prva dva vrhova ne prekrivata s tistima, ki zagotovo predstavljata LC in HC pri 
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reducirajočih pogojih (slika 11). Poleg tega razmerje mas teh dveh vrhov ne sovpada z 
masama vrhov LC in HC v LOQ raztopini. Na podlagi tega eksperimenta tako ne moremo 
zagotovo trditi, kaj ta dva fragmenta predstavljata. S pomočjo izračuna mas naslednjih treh 
fragmentov pri nereduciranem vzorcu smo zaključili, da so to fragmenti težke in lahke verige 
(HL), dveh težkih verig (HH) ter dveh težkih in ene lahke verige (HHL). Na sliki 12 je 
opaziti, da se tem trem fragmentom z deglikozilacijo zmanjša masa, kar je posledica cepitve 
glikanov iz težke verige. Vrha, ki se pojavi tik pred glavnim vrhom (na sliki 12 označen z 
A), ne moremo z gotovostjo poimenovati neglikoziliran glavni vrh, saj se podoben profil 
pojavi tudi pri deglikoziliranem vzorcu. V kolikor bi bilo to deglikozilirano protitelo, potem 
v deglikoziliranem vzorcu ne bi smelo biti vrha, ki je velik približno 147 kDa. 
 
Slika 11: Prekrivanje elektroferogramov IgG1a molekule 
 
Slika 12: Deglikoziliran in nativni nereduciran ter reduciran vzorec IgG1a 
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Na sliki 13 sta prikazana deglikoziliran in nativni reduciran vzorec molekule IgG1a. Vidimo, 
da se z deglikozilacijo zelo poveča vrh pred HC, medtem ko se slednji zmanjša. Tako lahko 
zaključimo, da je vrh pred HC neglikozilirana težka veriga (NG-HC). Vrhovi po HC so 
nereducirajoči fragmenti, ki so najverjetneje povezani s tioetersko vezjo ali pa so posledica 
redke nespecifične glikozilacije HC (49). Za HC se pri IgG1a pojavi manjša rama, ki se z 
redukcijo nekoliko zmanjšuje, z deglikozilacijo pa popolnoma izgine (rezultat ni prikazan). 
Iz teh rezultatov bi lahko zaključili, da ta vrh pripada verigi HC z drugim glikanom, vendar 
tega ne moremo trditi z gotovostjo. Prav tako smo lahko določili identiteti vrhovoma, ki 
sledita HC. S pomočjo preračunanih mas in deglikoziliranega vzorca smo določili, da sta to 
HL in HH. Seštevek mas ene LC in HC verige ter dveh HC verig, ki jih izračuna aplikacija, 
namreč sovpada z maso teh dveh vrhov. Tukaj moramo upoštevati, da mase, ki jih izračuna 
aplikacija, niso popolnoma točne in so bolj okvirne narave. Tako lahko med analizami istega 
vzorca dobimo za enak fragment določena odstopanja pri izračunu njihove mase.  
 
Slika 13: Deglikoziliran reduciran in nativni reduciran vzorec IgG1a 
Pri reducirajočih pogojih smo na podlagi prekrivanj elektroferogramov različnih stopenj 
redukcije za IgG1a določili, da je vrh, ki sledi LC, lahko fragment, imenovan Fd (slika 14). 
Fd je del težke verige, ki se nagaja v fragmentu, imenovanem Fab. Z večanjem stopnje 
redukcije se je domnevni fragment Fd zmanjševal, kar pomeni, da ta vrh z redukcijo razpada. 
Možno je tudi, da vrh, ki je na sliki 14 označen kot Fd, v resnici predstavlja vrh LC z 
nepopolno reduciranimi disulfidnimi vezmi znotraj posamezne verige. Verige, ki nimajo 
reduciranih disulfidnih vezi, so bolj skrčene in zato potujejo nekoliko počasneje skozi gel. 
Ker se ta vrh zmanjšuje z redukcijo, je verjetno pravilna teorija, da se z višanjem odstotka 
 
38 
  
redukcije razcepljajo disulfidne vezi znotraj posamezne verige. V tem primeru bi bil lahko 
prvi vrh pri nereducirajočih pogojih vseeno LC veriga, ki nima reduciranih disulfidnih vezi 
znotraj verige. Ta vrh bi lahko bil tudi glikirana LC veriga. Glikacija lahko poteče s sladkorji 
iz medija v katerem se proteini nahajajo oz. so se nahajali tekom proizvodnje. Podobno velja 
za vrh, ki sledi HC (na sliki 13 označen z A). Ta vrh bi lahko bil HC veriga, kjer ne pride do 
redukcije vseh disulfidnih vezi v verigi. Popolno redukcijo lahko ovira tudi glikozilacija 
verige, zaradi česar pri deglikoziliranem vzorcu ta vrh popolnoma izgine.  
 
Slika 14: Reduciran in delno reducirana vzorca IgG1a 
Na podoben način smo določili vrhove tudi pri ostalih treh protitelesih, vendar ti rezultati 
niso prikazani. Nekoliko več težav smo imeli pri imenovanju vrhov molekule IgG4. 
Struktura tega proteina je nekoliko kompleksnejša, zaradi česar smo lahko z manjšo 
gotovostjo določene vrhove pripisali pravim fragmentom. Zaradi kompleksnosti zgradbe 
terapevtskih monoklonskih teles ni mogoče vpeljati generičnega poimenovanja, ki bi 
zadostilo vsem molekulam. Poleg tega kapilarna gelska elektroforeza ne poda zadostne 
količine informacij o zgradbi teh proteinov, zaradi česar bi bilo potrebno uporabiti druge 
analitske metode, s katerimi bi lahko z gotovostjo identificirali in poimenovali posamezen 
vrh na elektroferogramu. Kljub temu nam prikazan način identifikacije vrhov za posamezen 
protein lahko pomaga pri reševanju določenih težav in odstopanj tekom razvoja procesa.  
Na koncu razvoja metode smo naredili dodaten test pri katerem smo testirali ali je možno 
vzorce pripraviti tudi s prečiščeno vodo. Priprava natrij fosfatnega pufra, ki smo ga 
uporabljali pri predhodno delno optimizirani metodi namreč zahteva določen čas in 
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natančnost pri njegovi pripravi. Poleg tega je pufer po pripravi uporaben le 3 mesece. Po tem 
času ga je potrebno zavreči in pripraviti novega tudi, ko ga ne porabimo v celoti. Prečiščena 
voda je po drugi strani vsak dan sveža in ne zahteva nobene dodatne priprave. Pri primerjavi 
rezultatov nismo opazili nobenih razlik med obema medijema za redčenje vzorcev, zato smo 
pri potrditvi metode vse vzorce redčili s prečiščeno vodo. 
4.1.4 Primerjava novo razvite metode s predhodno delno optimizirano 
metodo 
Na novem sistemu LabChip GXII Touch je možno analizirati vzorce, ki so pripravljeni po 
novo razvitem postopku, kot tudi po delno optimiziranem postopku, ki smo ga v našem 
laboratoriju uporabljali do sedaj. Metodi, ki se ju v inštrumentu izbere za analizo vzorcev, 
sta v tem primeru različni. Za analizo vzorcev, pripravljenih po novem postopku, se izbere 
metodo HT ProteinClear, medtem ko se za delno optimizirani  postopek priprave izbere HT 
ProteinExpress 200. Za metodi se uporabi tudi druge vrste čipa, ki se ju pripravi na enak 
način (le z drugim barvilom). 
Na sliki 15 sta predstavljena profila ločbe reduciranega protitelesa IgG1a, dobljena z obema 
metodama na istem inštrumentu. Opazimo lahko, da je pri novo razviti metodi bazna linija 
bolj stabilna, saj ne pride do dviga le-te med vrhoma LC in HC. To predstavlja lažjo 
integracijo in kvantifikacijo posameznih vrhov. Poleg tega je vrh, ki je na sliki 15 označen s 
puščico, pri novi metodi nekoliko bolj izrazit. 
 
Slika 15: Primerjava obeh metod za reduciran IgG1a  
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Na sliki 16 sta predstavljena elektroferograma nereduciranega protitelesa IgG1a. Ponovno 
opazimo stabilnejšo bazno linijo pri novi metodi. Vrhova, na sliki označena z 1 in 2, sta pri 
novi metodi nekoliko nižja. Prav tako je nekoliko bolj izrazit vrh, ki pripada fragmentom z 
večjo molekulsko maso. 
 
Slika 16: Primerjava obeh metod za nereduciran IgG1a 
Primerjava profilov reduciranega FP (Slika 17) kaže, da dobimo z novo metodo nekoliko 
boljšo ločljivost med glavnim vrhom in vrhom, na sliki označenim z »a«. Pri stari metodi je 
nekoliko bolj izrazita skupina treh vrhov z manjšo molekulsko maso, ki se pojavijo na 
začetku elektroferograma. 
 
Slika 17: Primerjava obeh metod za reduciran FP 
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Pri nereduciranih vzorcih FP med metodama ni bistvenih razlik (Slika 18). Stara metoda ima 
nekoliko izrazitejše vrhove, ki so na sliki označeni s puščicami. Ti vrhovi so tako nizki, da 
so že na meji detekcije metode, a jih verjetno sploh ne bi integrirali. 
 
Slika 18: Primerjava obeh metod za nereduciran FP 
Pri primerjavi obeh metod na sistemu LabChip GXII Touch ni opaziti večjih razlik v profilih 
ločbe. Primerjavo smo naredili samo na dveh izbranih terapevtskih protitelesih, ker v danem 
trenutku za druge nismo imeli dovolj podatkov. Stabilnejša bazna linija in nekoliko boljša 
ločljivost govorita v prid nove metode. Zmanjšano variabilnost rezultatov med analizami, ki 
je glavni razlog za razvoj te metode, pa bomo lahko preverili šele, ko bomo imeli na 
razpolago večje število podatkov, pridobljenih s to metodo.  
4.2 POTRDITEV METODE 
4.2.1 Meja kvantifikacije 
Proteini se lahko kljub uporabi materialov z nizko vezavo proteinov vežejo na ta material ali 
stene kapilare oz. separacijskega kanala. Raztopino aprotinina smo pri testiranju LOQ 
uporabili zaradi nizkih koncentracij proteina v vzorcih. Aprotinin se veže na stene 
plastičnega in ostalega materiala in s tem zmanjša vezavo preiskovanih proteinov. Pri 
vzorcih z nizko koncentracijo je namreč vezava na material bolj opazna, saj je število 
molekul v vzorcu toliko manjše. Pri vzorcih z višjo koncentracijo dodatek aprotinina ni 
potreben, saj je število molekul preiskovanega proteina tako veliko, da vezava posameznih 
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fragmentov na material nima tolikšnega vpliva. Aprotinin smo izbrali, saj je takšne velikosti, 
da ne ovira detekcije vrhov pri LOQ raztopinah reduciranih in nereduciranih vzorcev 
terapevtskih proteinov. 
Preglednica VII prikazuje rezultate testiranja limite kvantifikacije pod reducirajočimi pogoji. 
Pri vseh molekulah, razen pri IgG4, je S/N vrha HC višji od 10. Razmerje med signalom in 
šumom vrha LC je pri dveh molekulah nižje od 10. Poleg tega so pri tem vrhu razlike med 
posameznimi molekulami višje v primerjavi z vrhom HC, zaradi česar smo se odločili, da 
bomo kriterij za LOQ merili na HC pri izbrani koncentraciji raztopine proteina 0,0042 
mg/ml. V primeru molekule IgG4 je S/N, merjen na HC, nižji od 10. To je lahko posledica 
kompleksnosti strukture testirane molekule, lahko pa je to značilno za vse molekule tega 
podrazreda. V kolikor bi bilo to značilno za vse IgG4, bi lahko le za take molekule postavili 
višji LOQ, ki bazira na višji koncentraciji vzorca. V primeru, da je to posledica kompleksne 
strukture testirane molekule, bi uporabili višji LOQ le pri analizah te molekule. Kasneje smo 
s pomočjo dodatnega terapevtskega protitelesa iz podrazreda IgG4 pokazali, da je nižji odziv 
posledica specifičnosti testirane molekule. Pri dodatnem IgG4 je bil namreč S/N za vrh HC 
enak 17 pri koncentraciji LOQ raztopine 0,0042 mg/ml. V tem primeru bi tako dosegli 
kriterij za razmerje med signalom in šumom, zato smo se odločili, da koncentracije ni 
potrebno višati za vsa protitelesa IgG4.  
Preglednica VII: Povprečje S/N in %RSD TCA pri izračunu LOQ za vse reducirane molekule  
 Povprečje S/N % RSD TCA 
Molekula \ Vrh LC HC LC HC 
IgG1a 12 15 5 7 
IgG1b 6 15 9 7 
IgG2 11 12 6 8 
IgG4 6 7 9 13 
 
V preglednici VIII so zbrani podatki testiranja limite kvantifikacije pod nereducirajočimi 
pogoji. S/N glavnega vrha je precej višji od 10 tako, da bi lahko koncentracijo LOQ raztopine 
glede na te rezultate še znižali. Koncentracije LOQ raztopine kljub temu nismo spremenili, 
saj se je kasneje izkazalo, da vrednosti S/N med analizami zelo variirajo. Z enako 
koncentracijo LOQ raztopine smo namreč za molekulo IgG1a večkrat dobili S/N okoli 25, 
zaradi česar smo se odločili, da bo koncentracija LOQ raztopine za vse molekule ostala 0,005 
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mg/ml. Variiranje S/N je tudi posledica razlik med najnižjo in najvišjo točko v šumu slepih 
vzorcev med analizami. Višji šum zniža preračunani S/N, kar je razvidno iz enačbe 1. Pri 
tem je potrebno paziti, da v primeru velikega šuma, ki je posledica prisotnosti mehurčka v 
slepem vzorcu, ne ovrednotimo vseh vzorcev v analizi kot neveljavne. Zato je potrebno imeti 
ustrezen sistem vrednotenja S/N oziroma izbrati drugačen pristop za določitev limite 
kvantifikacije.  
Preglednica VIII: Povprečje S/N in %RSD TCA pri izračunu LOQ za vse nereducirane molekule 
 Povprečje S/N % RSD TCA 
Molekula \ Vrh Main Main 
IgG1a 38 5 
IgG1b 30 4 
IgG2 33 2 
IgG4 31 10 
 
4.2.2 Linearnost in točnost 
Slika 19 prikazuje linearnost molekule na primeru glavnega vrha IgG1a pri nereducirajočih 
pogojih ter vrhov LC, HC in LC+HC pri reducirajočih pogojih. Pri vseh vrhovih vse točke 
ne ležijo popolnoma na premici, saj pride do manjšega padca TCA vrhov pri višjih 
koncentracijah vzorca. Podobni rezultati se kažejo tudi pri ostalih molekulah. Naša izbrana 
nominalna koncentracija (1 mg/ml) je na zgornji meji linearnega območja, ki ga je določil 
proizvajalec. Nominalne koncentracije nismo znižali, saj bi s tem morali znižati tudi 
koncentracijo LOQ, kar pa so nam preprečevale že tako nizke vrednosti S/N . Ker se 
linearnost metode testira v območju do 120% nominalne koncentracije, smo tako območje 
linearnosti testirali tudi izven območja, ki ga navaja proizvajalec. Nekoliko ukrivljena 
razporeditev točk je lahko posledica razlik v formulaciji vzorca, saj je vpliv komponent iz 
formulacije bolj izrazit pri višjih koncentracijah, kjer je vzorec manj razredčen. Višja 
koncentracija soli in drugih komponent formulacije vzorca lahko vpliva na apliciran tok oz. 
upornost medija. To nakazujejo tudi zelo različne vrednosti odstotka presečišča z osjo y 
glede na vrednost pri nominalni koncentraciji, saj imajo testirane molekule prisotne različne 
komponente in/ali v različnih koncentracijah v svojih formulacijah. Podoben trend opazimo 
tudi pri konvencionalni CE-SDS. Če bi želeli preveriti ali komponente formulacije vzorca 
res vplivajo na linearnost metode, bi morali test linearnost ponoviti z razsoljenimi vzorci. 
Oblika razporeditve točk ne nakazuje na to, da bi prihajalo do vezave proteinov na 
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uporabljen potrošni material ali na stene separacijskega kanala. V kolikor bi prišlo do tega 
bi bile točke nižjih in srednjih koncentracij vzorca pod premico linearnosti, saj bi tedaj prišlo 
do nižjega odziva zaradi vezave proteinov. Ta pojav je namreč bolj opazen ravno pri nižjih 
koncentracijah vzorca.  
 
Slika 19: Linearnost glavnih vrhov molekule IgG1a 
Zaradi razporeditve vseh točk v okolici linearne premice so vrednosti presečišč z osjo y 
manjše od 5% od vrednosti pri nominalni (100%) koncentraciji vzorca, kar je zahtevani 
kriterij za linearnost metode, vendar pa so nekoliko višje od 1%, ki je kriterij za točnost 
metode. V preglednici IX so navedene vrednosti R in presečišča z osjo y za vse testirane 
molekule. Kot vidimo, lahko za vse molekule zaključimo, da je metoda linearna. Točnosti 
glede na te podatke ne moremo potrditi z gotovostjo. Povečana absolutna vrednost presečišča 
z osjo y je lahko indikator precenitve ali podcenitve rezultatov. To je sicer sprejemljivo za 
metode, kjer se poročajo odstotki površin v primeru, da je ta zamik vrednosti dokazano 
konstanten. V takem primeru je lahko točnost metode predstavljena z izpolnjenim kriterijem 
za linearnost (presečišče z osjo y ≤ 5% od vrednosti pri nominalni koncentraciji). S testom 
ponovljivosti, opisanem v naslednjem poglavju, smo dokazali, da je zamik vrednosti 
konstanten, zato lahko potrdimo, da je metoda tudi točna. 
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Preglednica IX: Korelacijski koeficienti in preračunan odstotek presečišča z osjo y glede na vrednost pri nominalni 
koncentraciji za vse molekule 
Pogoji Reducirajoči Nereducirajoči 
 R Presečišče z osjo y R Presečišče z osjo y 
Vrh LC in HC LC HC Main 
IgG1a 1,00 1,3 1,6 1,00 2,0 
IgG1b 1,00 1,0 1,6 1,00 1,6 
IgG2 1,00 0,1 0,8 1,00 1,6 
IgG4 1,00 0,4 0,3 1,00 1,1 
Fuzijski protein 1,00 1,9* 1,1** 1,00 1,6 
*LP1 vrh 
**LP2 vrh 
 
4.2.3 Ponovljivost 
Relativna standardna deviacija (RSD) med šestimi različnimi pripravami vzorca posamezne 
molekule je bila ovrednotena za vse vrhove nad LOQ in v nobenem primeru ni presegla 
predpisanih kriterijev. Kriterij je postavljen glede na delež posameznega vrha, pri čemer je 
dovoljeno večje odstopanje za vrhove, ki predstavljajo manjši delež v vzorcu. RSD glavnih 
vrhov med šestimi paralelami enakega vzorca pripravljenega pri nereducirajočih pogojih je 
bila 0% za vse molekule. Pri nižjih vrhovih je bila variabilnost nekoliko večja, vendar pri 
vseh vrhovih znotraj predpisanega območja. Največja variabilnost, ki je znašala 8%, je bila 
pri vrhu neposredno pred glavnim vrhom molekule IgG4. Dovoljeno odstopanje med 
injiciranji v tem primeru je znašalo do 17%. 
Pri reducirajočih pogojih znaša največja relativna standardna deviacija 1%, in sicer pri vrhu 
LC molekule IgG2. Največja variabilnost, ki je znašala 11%, se je pokazala pri vrhu, ki sledi 
LC molekule IgG1a. Dovoljeno odstopanje za ta vrh je lahko tudi do 40%. S tem smo potrdili 
ponovljivost metode tako pod nereducirajočimi kot tudi reducirajočimi pogoji, saj so bile v 
obeh primerih vse relativne standardne deviacije znotraj predpisanih kriterijev. 
4.2.4 Stabilnost 
Stabilnost vzorcev, razredčenih do 1 mg/ml s prečiščeno vodo, smo preverili z redčitvijo 
svežih vzorcev vsakih 24 ur in naknadno nadaljnjo pripravo ter analizo vzorcev iz vseh 
časovnih točk hkrati. Stabilnost vzorcev bi lahko preverili tudi tako, da bi iste vzorce 
analizirali v času 0, po 24 in 48 urah. Z načinom priprave vzorcev smo nekoliko doprinesli 
k variabilnosti priprave samih vzorcev, vendar smo izničili variabilnost med analizami. Ta 
način testiranja smo izbrali, saj smo menili, da morebitne majhne razlike v pripravi vzorcev 
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manj doprinesejo k variabilnosti rezultatov kot različni dejavniki pri pripravi čipa in sistema 
LabChip GXII Touch. Ta sklep smo naredili tudi na podlagi relativno velike variabilnosti 
rezultatov med analizami, ki smo jo dobivali na sistemu LabChip GXII. Potrdili smo 
stabilnost vzorcev, redčenih z vodo, pri temperaturi od 2 do 8 °C do 48 ur v primeru, ko so 
bili vzorci v nadaljevanju pripravljeni tako pod reducirajočimi kot tudi pod nereducirajočimi 
pogoji. Potrjena stabilnost razredčenih vzorcev je uporabna predvsem v primeru, ko niso 
doseženi vsi kriteriji za veljavnost analize ali v primeru napake pri nadaljnji pripravi 
posameznega vzorca. V tem primeru nam ni potrebno ponovno redčiti vzorcev do 1 mg/ml, 
ampak lahko uporabimo že razredčene vzorce, ki niso starejši od 48 ur, in si s tem prihranimo 
nekaj dela in časa.  
Prav tako smo potrdili stabilnost v celoti pripravljenih vzorcev, ki so se hranili na temperaturi 
od 2 do 8 °C do 48 ur, a samo za nereducirajoče pogoje. V celoti pripravljeni reducirani 
vzorci so kot kaže nekoliko manj stabilni, saj smo v našem primeru potrdili samo stabilnost 
tistih, hranjenih pri temperaturi od 2 do 8 °C do 24 ur. Po 48-ih urah se je namreč pri IgG1a 
in IgG4 povečal vrh, ki sledi HC (na sliki 20 označen s puščico). V obeh primerih se je ta 
vrh povečal za 0,4% medtem, ko je dovoljeno odstopanje le 0,2%. V tem primeru bi morali 
končno pripravljene vzorce po 24-ih urah zavreči. Reducirani vzorci so lahko nekoliko manj 
stabilni zaradi nestabilnosti reducenta. Proizvajalec reducenta navaja, da je DTT pri 
temperaturi 20 °C in pH 7,5 obstojen 10 ur. Z nižanjem temperature in pH se njegova 
obstojnost še nekoliko izboljša. Če okvirno preračunamo in upoštevamo, da smo vzorce 
prenesli iz temperature 4 °C na sobno temperaturo in obratno ugotovimo, da je verjetno 
razpolovni čas za DTT  pri naših pogojih (pH 7,2 ter sobni temperaturi in 4 °C) manjši od 
48 ur. Zaradi pomanjkanja DTT v vzorcu tako lahko po določenem času pride do ponovne 
tvorbe disulfidnih vezi znotraj posameznih težkih verig, saj tiolne skupine po redukciji niso 
zaščitene kot v primeru alkilacije. To težko trdimo s popolno gotovostjo, saj nimamo točne 
potrditve kaj predstavlja vrh, ki je na sliki 20 označen s puščico. Točen vzrok večje 
nestabilnosti reduciranih vzorcev bi lahko ugotovili, če bi vedeli, kaj ta vrh predstavlja. 
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Slika 20: Povečan vrh pri  reduciranem vzorcu IgG1a po 48 urah 
Pri stabilnosti pripravljenih vzorcev v inštrumentu smo hoteli preveriti, kolikšen je najdaljši 
možen čas analize in ali so vzorci še uporabni v primerih, ko pride do napak med analizo in 
je potrebno vzorce zato analizirati nekoliko kasneje. Pri vseh molekulah se je izkazalo, da 
so stabilne do treh ur, saj so bili rezultati za vse vrhove nad LOQ znotraj postavljenih meja. 
To pomeni, da v primeru napake med analizo, vzorcev ni potrebno ponovno pripraviti, v 
kolikor je ponovno zagnana analiza zaključena v roku treh ur od začetka prvotne analize. 
Testiranje časa, daljšega od treh ur, pri tej metodi ni smiselno, saj vzorec v sistemu sčasoma 
hlapi. Tako zaradi majhnih volumnov vzorcev v luknjicah na mikrotitrski ploščici po daljšem 
času ni več na voljo dovolj velike količine vzorca za injiciranje. 
4.2.5 Robustnost 
4.2.5.1 Vpliv časa in temperature inkubacije vzorcev 
Naši izhodiščni pogoji inkubacije vzorcev, na katere smo primerjali odstopanje pri 
robustnosti, so 10 min pri 70 °C. Pri nereducirajočih pogojih za molekule IgG1a, IgG1b in 
IgG4 ni bilo opaziti nobene povezave med časom ali temperaturo inkubacije in %TCA 
glavnega vrha. Izjema je IgG2, pri katerem je opazno, da se %TCA glavnega vrha s 
podaljševanjem časa inkubacije povečuje. Prav tako se povečuje z višanjem temperature, 
medtem ko se %TCA vrha, imenovanega »Peak 5« (slika 21), zmanjšuje z višanjem 
temperature in časa. To pomeni, da moramo za popolno alkilacijo vzorca IgG2, le-tega 
inkubirati točno 10 minut na 70 ºC. Pri skrajnih pogojih (67 °C, 5 min in 73 °C, 15 min) 
pride celo do spremembe profila. Pri najnižji temperaturi in najkrajšem času se pojavi 
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dodaten vrh, medtem ko se pri najvišji temperaturi in najdaljšem času vrh, imenovan »Peak 
5«, zlije z glavnim vrhom (slika 22). Vse te spremembe profilov so verjetno posledica razlik 
v poteku alkilacije vzorca. V primeru nepopolne alkilacije lahko pride do tvorbe disulfidnih 
mostičkov v molekuli, kar vodi v nastanek novih oblik komponent (na primer fragmentov), 
ki so že prisotne v vzorcu.  
 
Slika 21: Odvisnost A) vrha "Peak 5" in B) glavnega vrha od časa in temperature inkubacije pri molekuli IgG2 
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Slika 22: Prikaz zmanjševanja "Peak 5" pri IgG2 z višanjem temperature in podaljševanjem časa inkubacije ter 
pojav dodatnega vrha pri temperaturi 67 °C in 5 min. 
Pri reducirajočih pogojih za nobeno od molekul nismo opazili korelacije med 
podaljšanjem/krajšanjem časa in višanjem/nižanjem temperature inkubacije na %TCA vrhov 
LC in HC (rezultat ni prikazan). Smo pa opazili, da se pri vseh molekulah v primeru 
izmerjenega manjšega %TCA vrha HC za enak odstotek poveča vrh LC (slika 23). Jasnega 
razloga zakaj prihaja do sprememb v deležih posamezne verige nismo našli, vendar kot kaže 
temperatura in čas inkubacije na to nimata vpliva. Te razlike so najverjetneje posledica 
variabilnosti metode. Proizvajalec namreč navaja, da je RSD metode za reducirajoče 
fragmente do 5% (44).  
 
 
Slika 23: Relativna površina vrha HC v odvisnosti od relativne površine vrha LC 
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Pri nereducirajočih pogojih smo za molekule IgG1 in IgG4 potrdili robustnost metode za 
temperaturo inkubacije v območju 70 ± 3 ºC in čas inkubacije v območju 10 ± 5 minut. Za 
molekulo IgG2 nismo potrdili robustnosti za temperaturo in čas inkubacije v enakih 
testiranih območjih, zaradi spremembe v profilu pri skrajnih pogojih, torej je pri analizah 
molekul IgG2 še posebej pomembno, da nadzorujemo optimalno temperaturo in čas 
inkubacije (10 min, 70 ºC). Kljub temu te spremembe ne vplivajo na rezultat poročanja 
čistosti oziroma so razlike znotraj postavljenih kriterijev. Za reducirajoče pogoje smo 
potrdili robustnost metode za temperaturo inkubacije v območju 70 ± 3 ºC in čas inkubacije 
v območju 10 ± 5 minut za vse molekule razen IgG1b. Za to molekulo je glede na izračune 
odzivov (preglednica X) res pomembno, da se držimo časa inkubacije 10 min, medtem ko 
temperatura lahko variira za ± 3 °C. 
Preglednica X: Absolutne razlike glede na izhodiščne pogoje za vrhova LC in HC molekule IgG1b, inkubirane pri 
različnih časih in temperaturah 
Temperatura 
(min) 
Čas 
(°C) 
Absolutna razlika (%) 
Ustreznost kriterijev ( ≤ 1,5%) 
LC HC 
67 15 2,1 2,1 NE 
67 5 2,1 2,2 NE 
73 15 3,1 3,3 NE 
73 5 2,8 3,0 NE 
70 15 2,7 3,2 NE 
70 5 2,0 2,0 NE 
73 10 1,1 1,0 DA 
67 10 1,2 1,0 DA 
 
4.2.5.2 Vpliva starosti in serije čipa 
Pri testiranju robustnosti glede starosti in serije čipa smo za nereducirajoče pogoje ugotovili, 
da je metoda robustna tako za starost kot tudi za serijo čipa, saj so bili vsi rezultati znotraj 
postavljenih kriterijev. Pri reducirajočih pogojih so bile razlike med testiranimi serijami ter 
starim in novim čipom nekoliko večje. Pri molekuli IgG1b je bila absolutna razlika %TCA 
med starejšim in novim čipom iste serije za vrh LC enaka 1,6%, za vrh HC pa 1,8%, kar je 
izven definiranih kriterijev za testiranje robustnosti metode. Pri ostalih molekulah so bila pri 
testu z drugo serijo čipa razmerja med vrhoma LC in HC toliko spremenjena, da bi težko 
rekli, da je metoda robustna glede različnih serij čipa. V danem trenutku nismo vedeli ali so 
velike razlike v dobljenih rezultatih posledica variabilnosti metode ali pa je morda razlog v 
razlikah med proizvodnjo čipov, ki imajo velik vpliv na izvedeno analizo. Kot kaže razlike 
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v rezultatih vseeno niso posledica starosti oziroma serijske številke čipa. Kljub relativno 
visokemu RSD, ki ga navaja proizvajalec, menimo, da lahko to vrednost znižamo. 
Potencialno rešitev smo našli v spremembi določenih parametrov, ki jih program za izvedbo 
analize uporabi pri kalibraciji čipa. Parametre je mogoče nastaviti tako, da program z manjšo 
variabilnostjo integrira vrhova pri standardu VeriMab. Tako je manjša tudi variabilnost 
parametrov za separacijo vzorcev, ki jih sistem nastavi pri kalibraciji čipa. Ali sprememba 
teh parametrov res zmanjša variabilnost med analizami bomo lahko ovrednotili šele, ko 
bomo izvedli večje število analiz. V primeru, da se bo sčasoma pokazala manjša variabilnost 
metode, bomo s tem tudi ovrgli trenutne rezultate robustnosti. 
4.2.5.3 Primerjava ročne in robotske priprave vzorcev 
Z avtomatsko pripravo se izognemo napakam pri pripravi vzorcev in razlikam pri delu med 
različnimi operaterji. Poleg tega je takšna priprava tudi časovno učinkovitejša. Avtomatsko 
pripravo smo testirali na robotu, za katerega je bila predhodno spisana skripta, po kateri robot 
pripravi vzorce. Skripta je bila napisana tako, da so bili parametri in časi priprave enaki ročni 
pripravi. Najprej smo testirali pripravo vzorcev z inkubatorjem, ki ni omogočal gretja vsake 
jamice posebej. Vzorci so bili v tem primeru pripravljeni na »popolnoma obdani« MP. To je 
vplivalo na rezultate pri molekuli IgG2, saj je bil pri nereducirajočih vzorcih povečan »Peak 
5«. Glede na rezultate inkubacij pri različnih temperaturah in časih molekule IgG2 (slika 20) 
smo sklepali, da je inkubacija prekratka oziroma je temperatura inkubacije prenizka in 
posledično ni prišlo do popolne alkilacije vzorca. Zato smo testirali še inkubator, ki omogoča 
gretje vsake jamice posebej. Inkubator, ki deluje na tak princip gretja vzorcev, uporabljamo 
tudi pri ročni pripravi vzorcev. S tem smo morali zamenjati vrsto MP iz »popolnoma 
obdane« na »delno obdano«, saj se le ta tip ploščic prilega v omenjeni inkubator. S 
spremembo inkubatorja so bili rezultati za IgG2 bolj primerljiv ročni pripravi. Pri ostalih 
molekulah so bili rezultati primerljivi med ročno in robotsko pripravo, kadar so bili vzorci 
pripravljeni pod nereducirajočimi pogoji ne glede na izbor inkubatorja in tip MP. 
Pri reducirajočih pogojih smo za testiranje ustreznosti robotske priprave testirali oba 
inkubatorja. V obeh primerih smo za vse testirane molekule razen za IgG1b dobili rezultate 
znotraj predpisanih kriterijev. Pri slednji molekuli smo že predhodno ugotovili, da je zelo 
pomemben čas inkubacije vzorcev. Robotski sistem ne omogoča uporabe popolnoma 
enakega inkubatorja kot ga uporabljamo pri ročni pripravi vzorcev. Sprememba inkubatorja 
očitno nekoliko vpliva na prenos toplote med grelcem in vzorcem, kar vpliva na proces 
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redukcije pri molekuli IgG1b. Najverjetneje je občutljivost na prenos toplote posledica 
sestave raztopine te molekule. Sestava formulacije lahko vpliva na labilnost molekule, ker 
lahko določene komponente vplivajo na difuzijsko gibanje molekul in na prenos vibracij 
med sosednjimi molekulami. Glede na to, da pri IgG1a podobnih težav nismo zaznali, lahko 
sklepamo, da občutljivost na prenos toplote ni značilna za celoten podrazred IgG1. Pri 
molekuli IgG1b dobimo različne rezultate z robotsko in ročno pripravo, saj so absolutne 
razlike vrhov LC in HC med pripravama približno 2%. To pomeni, da bi se tekom razvoja 
morali odločiti le za eno pripravo in vzorce pripravljati le po tej. Pri odločitvi bi si nekoliko 
pomagali tudi z rezultati, ki jih dobimo na konvencionalni CE-SDS metodi, saj želimo z 
obema metodama dobiti čimbolj primerljive rezultate. Glede na rezultate, ki jih dobimo s 
konvencionalno CE-SDS, bi se v tem primeru odločili za robotsko pripravo.  
4.3 PRIMERJAVA RAZVITE HT METODE S KONVENCIONALNO 
CE-SDS 
Konvencionalna CE-SDS je robustna in učinkovita metoda, ki podaja zadostno količino 
informacij o preiskovanem terapevtskem proteinu. Možnosti nastavitev instrumentalnih 
parametrov so številne, kar pomeni, da lahko te parametre optimiziramo za vsak protein 
posebej. Variabilnost med posameznimi analizami enakega proteina je relativno majhna. Na 
drugi strani imamo HT CE-SDS, ki se izvaja na čipu. Z optimizacijo metode smo tukaj 
omejeni zgolj na pripravo vzorcev. Metoda je zaradi svoje hitre separacije posameznega 
vzorca nekoliko bolj variabilna. Naš cilj je bilo ugotoviti, kako primerljivi sta omenjeni 
metodi med seboj. 
Prve razlike med metodama se kažejo že pri pripravi reagentov in samega instrumenta. 
Raztopine za redčenje in pripravo vzorcev je pri konvencionalni CE-SDS potrebno pripraviti 
ročno. Tukaj je potrebno paziti, da vedno uporabimo reagente enake čistosti in, če je možno, 
istega proizvajalca, saj bi lahko zamenjava le-teh vplivala na rezultate. V kolikor to ni 
možno, je potrebno oceniti vpliv zamenjave reagentov na rezultate analize. Pri LabChip 
sistemih reagente kupimo v obliki kompleta, ki so pripravljeni za takojšnjo uporabo. Tukaj 
zamenjava reagentov ni možna, saj so reagenti drugega proizvajalca s sistemom 
nekompatibilni. Tudi natrij fosfatni pufer, ki smo ga uporabljali pri predhodno optimizirani 
metodi za redčenje vzorcev, smo zamenjali s prečiščeno vodo. Tako smo se znebili dodatne 
priprave raztopin in zmanjšali variabilnost, ki bi jo lahko prinesla večkratna priprava pufra. 
Vsaka dodatna priprava pufrov in reagentov zahteva dodatni čas, zaradi česar je priprava 
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manjšega števila pufrov in reagentov še toliko bolj zaželena. Pred ločbo prvega vzorca 
sistem kondicionira in ogreje čip, kar traja približno 30 minut. Kondicioniranje kapilare je 
pri CE sistemu nekoliko odvisno od nastavitev. Običajno ta korak traja okoli 45 min preden 
se injicira prvi vzorec. Kot smo že omenili, je sama ločba vzorcev pri konvencionalni CE-
SDS precej daljša kot pri HT metodi, saj ta traja od 15 do 30 min (odvisno od nastavitev). 
Tudi način detekcije se med sistemoma razlikuje. Pri CE-SDS smo za detekcijo vseh 
testiranih proteinov uporabili UV detektor, medtem ko se pri sistemu LabChip uporablja 
detektor z lasersko inducirano fluorescenco, ki omogoča večjo občutljivost sistema. Razlike 
so tudi pri pripravi vzorcev. Pri obeh metodah so bili nereducirani vzorci pripravljeni z 
NEM. Pri konvencionalni CE-SDS inkubacija nereduciranih vzorcev poteka pri 40 °C 5 min, 
kar je bistveno manj kot pri HT CE-SDS, kjer inkubacija poteka pri 70 °C 10 min. Pri razvoju 
nove metode smo testirali tudi pogoje, ki jih uporabljamo pri konvencionalni CE-SDS, 
vendar se je izkazalo, da ti niso primerni za pripravo vzorcev pri HT metodi. Tudi pri 
reduciranih vzorcih obstajajo razlike pri pripravi vzorcev. Razlika je v uporabljenem 
reducentu, saj pri HT metodi uporabljamo DTT, medtem ko pri konvencionalni metodi 
reduciramo z 2-ME  Priprava vzorcev se razlikuje tudi v pufrih, ki se jih uporabi za redčenje 
ter določenem potrošnem materialu.   
Slika 24 predstavlja primerjavo profilov elektroferogramov vzorcev IgG1a pripravljenih pod 
nereducirajočimi pogoji, kjer lahko vidimo, da je sama oblika elektroferogramov precej 
podobna. Na sistemu LabChip GXII Touch se vrh, ki je na sliki označen s puščico, bolje 
loči, medtem ko se pri konvencionalni CE-SDS ta vrh vidi kot rama. To vpliva tudi na način 
integriranja, s pomočjo katerega se preračuna %TCA glavnega vrha. V kolikor se vrh bolje 
loči, je integracija enostavnejša, saj lahko nedvoumno določimo, kje se ta vrh zaključi. V 
primeru rame, kot jo dobimo pri konvencionalni CE-SDS, težko pravilno integriramo, ker 
ne vemo z gotovostjo, kje se ta vrh zaključi. Takšnih vrhov zato pogosto sploh ne ločimo z 
integracijo. Tako se %TCA teh vrhov šteje v %TCA vrha s katerim se stika. V tem primeru 
to nekoliko vpliva na rezultat za čistost proteina. Odločitev ali se takšne rame loči od vrhov, 
s katerimi se stika, je odvisna od tega kaj ta rama predstavlja, s katerim vrhom se stika in 
kakšno informacijo nam poda takšna ali drugačna integracija. Poleg tega vidimo, da je pri 
HT metodi vrh, ki je označen s puščico, nižji od vrha HHL, medtem ko je pri analizi na 
sistemu PA 800 Plus rama nekoliko višje od vrha HHL. 
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Slika 24: Primerjava elektroferogramov molekule IgG1a, analizirane pod nereducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
Profil elektroferograma molekule IgG1a pripravljene pod reducirajočimi pogoji je zelo 
podoben na obeh sistemih (slika 25). Vrh na sliki 25 označen s črko »a« je pri HT metodi 
nekoliko bolj razpotegnjen, medtem ko je vrh NG-HC pri drugi metodi nekoliko bolje ločen 
od HC. Nekaj razlik je tudi pri vrhovih pred LC, vendar so ti precej majhni, tako da ti 
bistveno ne vplivajo na rezultate. 
 
Slika 25: Primerjava elektroferogramov molekule IgG1a, analizirane pod reducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
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Glavni vrh protitelesa IgG2, pripravljenega pod nereducirajočimi pogoji in analiziranega na 
PA 800 Plus sistemu, ima razcepljen glavni vrh (slika 26). To je najverjetneje posledica 
narave tega proteina. Za molekule IgG2 je namreč značilno, da zaradi razporeditve njihovih 
disulfidnih vezi tvorijo več izoform, pri čemer obe ločeni izoformi na elektroferogramu 
predstavljata intaktno protitelo. Na sistemu LabChip GXII Touch se te razcepitve ne vidi, 
kar je lahko posledica nekoliko drugačne priprave vzorcev ali pa je sam sistem toliko manj 
občutljiv, da se sicer dva vrhova zlijeta v enega. Kljub temu to ne vpliva na rezultat %TCA 
glavnega vrha. Profil elektroferogramov se nekoliko razlikuje tudi v vrhovih, ki se nahajajo 
pred glavnim. Neposredno pred njim se pri sistemu LabChip GXII Touch pojavi en vrh, ki 
se relativno dobro loči od glavnega vrha. Na drugi strani imamo CE sistem, na katerem se 
neposredno pred glavnim vrhom pojavita dva vrhova, ki nista tako dobro ločena kot vrh na 
drugem sistemu. 
 
Slika 26: Primerjava elektroferogramov molekule IgG2, analizirane pod nereducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
Profila reduciranih molekul IgG2 se prav tako nekoliko razlikuje na obeh sistemih (slika 27). 
Pri konvencionalni CE-SDS je ločljivost med vrhoma NG-HC in HC boljša, saj pride do 
ločitve skoraj do bazne linije. Ločenost vrhov do bazne linije je bolj zaželena, saj s tem ne 
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pride do podcenitve teh vrhov. Tudi vrh pred LC je pri tej metodi višji, medtem ko drugih 
večjih razlik v profilu ni opaziti. 
 
Slika 27: Primerjava elektroferogramov molekule IgG2, analizirane pod reducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
Prav tako ni bilo opaziti večjih razlik med profiloma molekule IgG1b pripravljene pod 
nereducirajočimi pogoji (slika 28). Pri HT metodi pride do nekoliko slabše ločljivosti med 
glavnim vrhom in vrhom, ki je na sliki 28 označen s puščico. Strukture z večjo molekulsko 
maso, ki se na elektroferogramu pojavijo za glavnim vrhom, so pri konvencionalni CE-SDS 
nekoliko bolj izrazite. Kljub temu to nima večjega vpliva na izračun deležev ostalih vrhov. 
 
Slika 28: Primerjava elektroferogramov molekule IgG1b, analizirane pod nereducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
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Pri primerjavi rezultatov pridobljenih na LabChip GXII Touch in PA 800 Plus največjo 
razliko izkazujejo reducirani vzorci molekule IgG1b (slika 29). Pri konvencionalni CE-SDS 
se med vrhoma LC in HC pojavi več vrhov, ki so med seboj dokaj slabo ločeni in so glede 
na LC in HC precej visoki, kar vpliva na %TCA teh dveh vrhov. Dodaten izziv predstavlja 
integracija teh vrhov. Vrhovi po LC se ne ločijo do bazne linije, kar vpliva tudi na način 
integracije in posledično na dobljene deleže TCA teh vrhov. Pri novo razviti metodi je profil 
za to molekulo bolj podoben profilom pri ostalih molekulah. Med LC in HC se pojavi le 
eden manjši vrh. Profil separacije v območju po verigi HC je pri obeh metodah podoben, saj 
se v obeh primerih pojavita vrha HL in HH. Tako velike razlike v profilih ločbe med obema 
metodama so lahko posledica različnih pogojev priprave vzorcev. Ena od razlik je reducent, 
saj se pri konvencionalni CE-SDS za redukcijo uporablja 2-ME, vendar to v tem primeru 
verjetno nima takšnega vpliva na profil, saj smo z uporabo 2-ME in DTT pri razvoju HT 
CE-SDS metode dobili podoben profil ločbe. Možno je, da gre v tem primeru za vpliv pufra, 
ki se uporablja za redčenje vzorcev in vsebuje SDS oziroma kombinacijo LDS in SDS v 
primeru HT metode. Komponente pufra lahko vplivajo na to, v kolikšni meri je proteinska 
komponenta v vzorcu razvita (v linearizirani obliki). Ta lastnost vpliva tudi na vezavo SDS 
na protein ter posledično na način potovanja proteina v gelu. 
 
Slika 29: Primerjava elektroferogramov molekule IgG1b, analizirane pod reducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
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Pri nereduciranih vzorcih molekule IgG4 se je pokazala manjša razlika pri vrhovih pred 
glavnim vrhom. Novo razvita metoda kaže boljšo ločljivost za to molekulo, saj se pred 
glavnim vrhom pojavi dodatni vrh na sliki 30 označen z b, ki ga pri konvencionalni CE-SDS 
ni opaziti. To lahko ponovno vpliva na izračun čistosti proteina. 
 
Slika 30: Primerjava elektroferogramov molekule IgG4, analizirane pod nereducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
Reducirani vzorci molekule IgG4 dajo nekoliko drugačen odziv na obeh sistemih (slika 31). 
Pri konvencionalni CE-SDS so namreč pred HC trije vrhovi, medtem ko je pri HT CE-SDS 
le en, ki se slabše loči oz. se stika s HC. Profil po HC je pri obeh metodah podoben. 
 
Slika 31: Primerjava elektroferogramov molekule IgG4, analizirane pod reducirajočimi pogoji na obeh sistemih 
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Pri primerjavi profilov fuzijskega proteina pripravljenega pod nereducirajočimi pogoji (slika 
32) je opaziti le eno večjo razliko, in sicer se pri konvencionalni CE-SDS vrh, ki pripada 
molekulam z večjo molekulsko maso, stika z glavnim vrhom, poleg tega pa predstavlja tudi 
večji delež v vzorcu. Pri nereduciranih vzorcih se ta vrh pojavi desno od glavnega vrha, saj 
zaradi svoje velike molekulske mase potuje počasneje skozi sejalni matriks. Pri novo razviti 
metodi se ta vrh popolnoma loči od glavnega, kar je bolj zaželeno.  
 
Slika 32: Primerjava elektroferogramov fuzijskega proteina, analiziranega pod nereducirajočimi pogoji na obeh 
sistemih 
Pri reduciranih vzorcih FP (slika 33) je pri HT CESDS nekoliko boljša ločljivost vrha na 
sliki označenega z »a«. Drugih večjih razlik v profilih med sistemoma ni. 
 
Slika 33: Primerjava elektroferogramov fuzijskega proteina, analiziranega pod reducirajočimi pogoji na obeh 
sistemih 
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Sistema se razlikujeta v občutljivosti zaznave signala, zaradi česar so razlike tudi v 
koncentracijah za LOQ. Limite kvantifikacije za obe metodi so prikazane v preglednici XI. 
Pri konvencionalni CE-SDS se pri molekulah IgG1a in IgG4 S/N meri za vrh LC, pri 
molekulah IgG1b in IgG2 pa za vrh  HC. Pri novo razviti metodi smo se odločili, da bomo 
ta parameter merili vedno na HC, saj želimo imeti generično metodo, kjer se bo LOQ vedno 
vrednotilo na enakih vrhovih. Vrhov, ki so pod LOQ, se običajno ne poroča, zaradi 
nezanesljivosti njihovih izračunov. Zaradi razlik v izračunanih rezultatih, ki jih poročamo za 
vsako od testiranih molekul, smo primerjali le čistost proteina, ki pri vseh testiranih 
molekulah predstavlja %TCA glavnega vrha za nereducirajoče pogoje oziroma vsoto %TCA 
vrhov LC in HC za reducirajoče pogoje. Pri reducirajočih pogojih smo primerjali tudi 
rezultate obeh posameznih glavnih vrhov, LC in HC. Nabor CQA lahko pri mAb vsebuje 
tudi podatke o glikoziliranosti težke verige, zato se pri reduciranih vzorcih pogosto spremlja 
tudi delež NG-HC. Glikoziliranost verige HC je zelo pomembna za posredovanje funkcije 
preko Fc gama receptorja. V kolikor ta veriga ni glikozilirana, ne posreduje odziva ADCC, 
zato je zelo pomembno, da spremljamo stopnjo glikozilacije verige HC . S pomočjo enačbe 
4 lahko izračunamo glikoziliranost HC, zato smo podatke o NG-HC vključili v našo 
primerjavo sistemov. 
𝑔𝐻𝐶 =  
%𝑇𝐶𝐴𝐻𝐶
%𝑇𝐶𝐴𝑁𝐺−𝐻𝐶+ %𝑇𝐶𝐴𝐻𝐶
𝑥 100    Enačba 4 
gHC – glikoziliranost HC; %TCAHC – časovno korigirana relativna površina vrha HC; 
%TCANG-HC – časovno korigirana relativna površina vrha NG-HC 
Preglednica XI: LOQ za posamezne terapevtske proteine pri obeh metodah CE-SDS 
 Konvencionalna CE-SDS HT CE-SDS 
Molekula 
LOQ pri reducirajočih 
pogojih (%) 
LOQ pri 
nereducirajočih pogojih 
(%) 
LOQ pri reducirajočih 
pogojih (%) 
LOQ pri 
nereducirajočih pogojih 
(%) 
IgG1a 0,2 0,3 0,25 0,50 
IgG2 0,2 0,5 0,25 0,50 
IgG4 0,25 0,25 0,50 0,50 
IgG1b 0,2 0,2 0,25 0,50 
FP 0,6 1 0,6 1 
V preglednicah XII in XIII so podani odstotki posameznih glavnih vrhov pri vseh molekulah 
za posamezen inštrument. Če primerjamo rezultate med posameznima sistemoma opazimo, 
da prihaja do določenih razlik tako pri nereducirajočih kot tudi pri reducirajočih pogojih. Pri 
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nereducirajočih pogojih so te razlike razmeroma majhne, pri reducirajočih pogojih pa večje. 
Razlike v rezultatih so lahko posledica drugačne priprave vzorcev, načina detekcije, 
dobljenimi profili separacije ter razlik pri integraciji vrhov.  
Preglednica XII: Preračunani %TCA za glavne vrhove pri HT CE-SDS 
 Nereducirajoči Reducirajoči 
Molekula Čistost (glavni vrh) (%) LC (%) HC (%) Čistost (LC+HC) (%) NG-HC (%) 
IgG1a 95,9 26,8 71,9 98,7 0,49 
IgG2 98,2 32,1 67,3 99,4 0,26 
IgG4 98,2 28,8 70,9 99,7 0,10 
IgG1b 98,6 32,5 66,7 99,2 0,24 
FP 97,7 35,3* 57,9** n.a n.a 
*HP1 
**HP2 
 
Preglednica XIII: Preračunani %TCA za glavne vrhove pri konvencionalni CE-SDS 
 Nereducirajoči Reducirajoči 
Molekula Čistost (glavni vrh) (%) LC (%) HC (%) Čistost (LC+HC) (%) NG-HC (%) 
IgG1a 97,2 30,9 66,0 96,9 0,85 
IgG2 99,6 30,8 67,7 98,5 0,52 
IgG4 99,3 33,9 65,3 99,2 0,12 
IgG1b 98,3 24,3 67,2 91,5 0,27 
FP 97,4 35,0* 58,0** n.a n.a 
*HP1 
**HP2 
Če podrobneje pogledamo rezultate za čistost posameznega proteina pripravljenega pod 
nereducirajočimi pogoji opazimo, da z novo razvito HT metodo pridobimo nekoliko nižje 
vrednosti. Pri IgG1a in IgG4 molekuli lahko nižjo čistost pojasnimo s slabšo ločljivostjo HT 
sistema, saj se pri teh dveh molekulah vrh pred glavnim ter glavni vrh ne ločita popolnoma. 
Pri IgG2 molekuli pa relativno velik vrh pred glavnim vrhom nekoliko zmanjša čistost.  
Pri reducirajočih pogojih je razlik nekoliko več. Največja je pri molekuli IgG1b, ki je 
posledica razlik v profilih ločbe. Veliki vrhovi med verigama LC in HC pri konvencionalni 
metodi posledično zmanjšajo %TCA vrha LC. Tako je tudi čistost, ki jo dobimo s seštevkom 
LC in HC, nižja kot pri HT metodi. Pri tej metodi so za molekuli IgG1a in IgG2 nekoliko 
nižji deleži NG-HC v primerjavi s konvencionalno metodo, kar nekoliko vpliva na izračun 
glikoziliranosti HC. Tako je pri HT metodi za IgG1a glikoziliranost HC 0,6% večja kot pri 
konvencionalni metodi. Pri IgG2 je glikoziliranost HC prav tako večja pri HT metodi, in 
sicer za 0,4%. Pri ostalih dveh protitelesih so rezultati bolj primerljivi.  
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Ravno zaradi mnogih razlik med sistemoma in izvedbo metod so različni rezultati med 
konvencionalno in HT metodo pričakovani. Razlike med sistemoma ne omogočajo 
enostavne primerjave med metodama. Prehod iz ene metode v zgodnjih fazah razvoja na 
drugo metoda v kasnejših fazah, zato ni enostaven. Izvedba analiz na sistemu LabChip GXII 
Touch je po eni strani enostavna in hitra, po drugi strani pa je variabilnost te metode zaenkrat 
še prevelika, da bi se jo lahko uporabljalo v okviru kontrole kakovosti, zaradi česar je prehod 
na konvencialno metodo nujen. Tukaj se srečamo s številnimi izzivi, kot so razlike v profilih 
in poročanih rezultatih. V kolikor je razlika v poročanju rezultatov konstantna, je možno 
vpeljati korelacijski faktor, s katerim bi lahko poročano vrednost iz enega sistema približali 
vrednosti, pridobljeni na drugem sistemu. Vsaka proteinska komponenta vzorca se pri 
separaciji obnaša drugače, zato bi bilo potrebno izračunati korelacijski faktor za vsak vrh 
posebej. 
Trenutno nove mAb v zgodnji fazi razvoja novega BZ ali BPZ analiziramo s pomočjo hitre 
HT metode, ki daje dovolj dobre informacije o kvaliteti proteina za omenjeno fazo razvoja. 
Kasneje preidemo na konvencionalno metodo, ki ima manjšo variabilnost in zato nudi večjo 
zanesljivost rezultatov. V prihodnosti bomo uporabljali novo razvito HT metodo, pri čemer 
pa bomo poskusili zmanjšati variabilnost le-te, saj si želimo to metodo uporabljati, tudi v 
poznejših fazah razvoja zdravil, ko je proces še bolj kontroliran, s čimer bi se nekoč izognili 
prehodu med metodama. Tega se zavedajo tudi proizvajalci takšnih sistemov, ki skrbijo za 
stalni razvoj in izboljšavo HT metod in inštrumentov, ki to omogočajo.  
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5. SKLEP 
Razvili smo metodo kapilarne gelske elektroforeze na čipu, ki jo bomo uporabljali za 
sprejemanje odločitev o smeri zgodnjega razvoja terapevtskih monoklonskih protiteles. Za 
pripravo reduciranih vzorcev smo se odločili za uporabo DTT, ki smo ga uporabljali do sedaj 
pri predhodno delno optimizirani metodi in kot to predlaga proizvajalec. Alkilacijo vzorcev 
bomo sedaj izvajali z NEM, ki ga sicer uporabljamo tudi pri pripravi vzorcev pri 
konvencionalni CE-SDS. Inkubacijo vzorcev smo glede na predhodno delno optimizirano 
metodo znižali iz 15 na 10 minut. Poleg tega smo razvili avtomatsko pripravo vzorcev s 
pomočjo robotskega sistema, zaradi česar bomo prihranili čas in zmanjšali variabilnost, ki 
je lahko posledica priprave vzorcev. Pokazali smo tudi, da je metoda linearna, točna, 
ponovljiva in robustna. Potrdili smo mejo kvantifikacije, ki za vse testirane molekule IgG1 
in IgG2 pod nereducirajočimi pogoji predstavlja 0,5 %, pod reducirajočimi pa 0,25 % 
nominalnega nanosa vzorca. Za našo testirano molekulo IgG4 smo pokazali nekoliko višjo 
mejo, in sicer 0,5% nominalnega nanosa, ki je verjetno posledica specifičnosti te molekule. 
Kljub temu smo na podlagi naknadnih testiranj dodatne molekule IgG4 tudi za ta podrazred 
postavili enako mejo kvantifikacije kot za IgG1 in IgG2. Vsako molekulo bo potrebno pri 
prvi uporabi testirati in v kolikor se ugotovi, da specifična molekula pri postavljeni LOQ 
vrednosti ne dosega kriterijev za S/N, bo za tako molekulo potrebno njeno koncentracijo 
ustrezno prilagoditi. Potrdili smo tudi zadovoljivo stabilnost delno in v celoti pripravljenih 
vzorcev pri shranjevanju v instrumentu in na 2 do 8 °C. S tem smo potrdili ustreznost metode 
za njen namen. 
Kompleksnost terapevtskih proteinov ne zagotavlja, da bo ta metoda popolnoma učinkovita 
za analize vseh proteinov, ki jih bomo razvijali v prihodnosti. V primeru potrebe optimizacije 
metode za določen protein, bo potrebno ponovno izvesti potrditev metode s testi meje 
kvantifikacije, linearnosti, ponovljivosti, točnosti, stabilnosti in robustnosti. V nadaljevanju 
bo potrebno še raziskati, kaj vse vpliva na variabilnost metode in kako lahko to variabilnost 
zmanjšamo. Smo namreč mnenja, da razlike v rezultatih med analizami niso popolnoma 
naključne. Potencialno rešitev vidimo v nekoliko spremenjenih nastavitvah kalibracije čipa 
ter uporabi nekoliko višjega volumna barvila pri pripravi gela z barvilom.  
Primerjava metod je pokazala določene podobnosti in razlike med konvencionalno kapilarno 
gelsko elektroforezo in visoko zmogljivo metodo na čipu. Metodi se izvajata na drugačnih  
inštrumentih, ki imata različne nastavitve injiciranja vzorcev, separacije in načina detekcije. 
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Razlikujejo se tudi uporabljene kemikalije in priprava vzorcev. Predvidevali smo, da metodi 
ne bosta popolnoma primerljivi, a smo se temu želeli temu kar se da približati. Kljub temu 
nam naša novo razvita metoda omogoča dovolj visoko natančnost in točnost za zgodnji 
razvoj BPZ. Upamo, da bo v prihodnosti konvencionalno CE-SDS mogoče popolnoma 
nadomestiti s HT metodo.  
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